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A. dest.   Aqua destillata 
A. bidest.   Aqua bidestillata 
Abb.    Abbildung 
ABTS    2,2‘- Azinobis-3-Ethylbenzthiazolin-6-Sulfonsäure 
Ag    Antigen 
Ak    Antikörper 
APS    Ammoniumpersulfat 
C. neoformans  Cryptococcus neoformans 
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CTAB   Cethyltrimethylammoniumbromid 
DNA    Desoxyribonukleinsäure ( Desoxyribo-nucleic-acid) 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure (Ethylene diamine tetraacetic acid) 
ELISA    Enzyme-L inked-Immuno-Sorbent-Assay 
EU    ELISA Einheiten ( ELISA units) 
h    Stunden 
Ig    Immunglobulin 
IgA    Immunglobulin(isotyp) A 
IgG    Immunglobulin(isotyp) G 
IgG1    Immunglobulin(isotyp) G 1 
IgM    Immunglobulin(isotyp) M 
kDa    Kilodalton 
log    Logarithmus, logarithmisch 
µg    Mikrogramm 
µl    Mikroliter 
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n.u.    nicht untersucht 
OD    Optische Dichte 
PBS    Phosphat gepufferte Salzlösung (Phosphate buffered saline) 
PBS-T   PBS-Tween 20 ® 
PCR    Polymerasekettenreaktion (Polymerase-chain-reaction) 
PIM    Prototheken-Isolations-Medium 
P. moriformis   Prototheca moriformis 
P. stagnora   Prototheca stagnora 
P. wickerhamii  Prototheca wickerhamii 
P. zopfii   Prototheca zopfii  
PVDF    Polyvinylidenfluorid 
PVP    Polyvinylpyrrolidon 
U/min, rpm   Umdrehungen pro Minute ( rounds per minute) 
sec    Sekunden 
SDS    Natriumlaurylsulfat ( Sodiumdodecylsulfat) 
SDS-PAGE   Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) 
Tab.    Tabelle 
Tris    Trishydroxymethylaminomethan 
TBS    Tris-gepufferte Salzlösung (tris buffered saline) 
z.B.    zum Beispiel 
(vol/vol)   Volumenprozent 




Die einzigen bisher bekannten, durch Pflanzen verursachten klinischen Erkrankungen bei 
Mensch und Tier werden Vertretern des Genus Prototheca zugeschrieben. Die bei Rindern 
beschriebene Protothekenmastitis ist eine therapieresistente, weltweit vorkommende 
Infektionskrankheit der Milchdrüse. Das ätiologische Agens, die farblose Alge Prototheca 
(P.) zopfii, kommt ubiquitär in feuchten Habitaten vor und verursacht fakultativ akute bis 
chronische Entzündungen des bovinen Euters. Es gibt Hinweise auf das Vorkommen eines 
speziellen, Mastitis-assoziierten Biotyps von P. zopfii, der sogenannten Variante II. Durch die 
oft zu beobachtende endemische Ausbreitung in Milchviehbeständen sowie durch die 
nachhaltige Therapieresistenz, welche oft zum wirtschaftlichen Totalverlust der betroffenen 
Milchkühe führt, stellen Protothekenmastitiden beim Rind ein großes ökonomisches Problem 
für den betroffenen Betrieb dar. Eine Sanierung solcher Bestände gestaltet sich bisher sehr 
aufwendig und langwierig, da der routinemäßig durchgeführte kulturelle Erregernachweis 
aufgrund der intermittierenden Ausscheidung der Prototheken nicht immer gelingt. Die 
wenigen in der Vergangenheit unternommenen Versuche, mittels serologischer 
Nachweisverfahren die Diagnostik im Herdenmaßstab zu verbessern, scheiterten bisher an der 
zu geringen Sensitivität oder an der ungenügenden Praktikabilität der Testsysteme. 
Gleichwohl sind spezifische Antikörper gegen P. zopfii sowohl im Blutserum als auch im 
Milchserum infizierter Tiere nachweisbar. Eine Diskriminierung der verschiedenen klinischen 
Verlaufsformen gelang jedoch bisher nicht. 
Ziel dieser Arbeit sollte es deshalb sein, zuerst mitt els neu zu entwickelnder ELISA-Systeme 
die lokale und systemische Antikörperantwort bei der Protothekenmastitis des Rindes in 
Abhängigkeit vom jeweiligen Infektionsstadium zu charakterisieren. Anschließend galt es, die 
Eignung dieser ELISAs zum serologischen Nachweis klinischer und subklinischer 
Infektionen mit P. zopfii abzuklären. Im Rahmen der Bestandssanierung eines hochgradig von 
Protothekenmastitiden betroffenen Bestandes erfolgte dann die Identifikation infizierter Tiere, 
um die Praxistauglichkeit der entwickelten Tests unter Beweis zu stellen. Durch eine 
Langzeitbeobachtung infizierter Milchkühe konnte dann das Erreger-Ausscheidungsverhalten 
im Verlauf einer natürlichen Infektion mit P. zopfii untersucht werden. Die vorliegenden 
Daten ergänzen das Wissen zur Epidemiologie der Erkrankung. Mittels 
kulturmorphologischer, biochemischer, serologischer und genetischer Untersuchungen konnte 






2.1 Charakterisierung der Gattung Prototheca 
 
 
2.1.1 Taxonomie der Prototheken 
 
Seit ihrer Erstbeschreibung durch KRÜGER (1894) sind nicht nur die Stellung der 
Prototheken im Pflanzenreich, sondern auch die Anzahl und Art der Spezies innerhalb der 
Gattung starken Veränderungen unterworfen. 
KRÜGER ordnete sie den Pilzen zu, da ihre heterotrophe Lebensweise, verbunden mit einer 
Chlorophyllosigkeit, einer zellulosehaltigen Zellwand und der Fortpflanzung durch endogene 
Sporenbildung, dies nahe legten. Hingegen fehlen den Prototheken jegliche anderen, den 
Pilzen eigenen Fortpflanzungsformen, wie Mycel, Arthrosporen oder Blastosporen. Deshalb 
ordneten bereits CHODAT (1913) und PRINTZ (1927) sie den Chloro phyceen und damit den 
Algen zu. 
Als ”Yeast-like achloric algae” ordnete sie CIFERRI (1956)  wieder in die Nachbarschaft der 
Saccharomycetales ein, wobei er sich auf die heterotrophe Lebensweise und den 
Thiaminbedarf berief. Ebenfalls den Pilzen näher stehend, aber dennoch als Verbindungsglied 
zwischen Algen und Pilzen, werden die Prototheken von TUBAKI und SONEDA (1959) 
gesehen. Nachdem sie mittels elektronenmikroskopischer Untersuchungen das Vorhandensein 
von Leukoplasten bestätigen konnten, ordnen MENKE und FRICKE (1962) die Prototheken 
den Protococcaceae, welche infolge einer Mutation die Fähigkeit der Pigmentb ildung 
verloren haben, zu. 
PRINGSHEIM (1963) hingegen ist der Meinung, dass die Prototheken direkt von den grünen 
Algen abstammen und durch Apochlorose (Chlorophyllverlust) entstanden sind. Er ordnet sie 
deshalb den apochlorotischen Chlorococcaceen zu. Aufgrund des Fehlens von Glukosamin 
und Mureinsäuren bei P. segbwema - typischer Merkmale von Pilzen und Bakterien -  stellen 
DAVIES und WILKINSON (1967) die Prototheken ebenfalls in die  Nähe der Algen. Dem 
widersprechend gelingt LLOYD und TURNER (1968) der Nachweis von Glukosamin bei 
P. zopfii. NADAKAVUKAREN und McCRACKEN (1973)  können Plastide nachweisen, die 
Stärkegranula enthalten. Da diese bei Pilzen nicht zu finden sind, halten diese Autoren die 
Prototheken für ”nicht photosynthetisierende Algen”. 
Seit Anbeginn der taxonomischen Diskussion ist auch der Verwandtschaftsgrad zur 
Grünalgengattung Chlorella (C.) umstritten. Eine Vielzahl von Autoren sieht in den 
3 
Prototheken Abkömmlinge von Chlorellen, die durch Mutation ihre Chloroplasten, und damit 
die Fähigkeit zur autotrophen Assimilation verloren haben (ANDERSON, 1944b; CIFERRI, 
1956; COOKE, 1968; SEFFNER, 1987; SUDMAN und KAPLAN, 1974). Dabei stüt zen sie 
sich zum einen auf Ähnlichkeiten in der Morphologie und Repr oduktion sowie zum anderen 
auf das Auftreten von Übergangsformen mit Merkmalen von Chlorellen und Prototheken. So 
gibt es mit C. variegata und C. protothecoides zwei Vertreter der Gattung Chlorella, die bei 
gutem Nährstoffangebot kaum noch Chlorophyll bilden und auch heterotroph assimilieren. 
Als Unterscheidungsmerkmal gilt hingegen der Bedarf an Thiamin bei Prototheken 
(PRINGSHEIM, 1963). C. protothecoides hingegen hat auch dieses Merkmal sowie die 
fehlende Nitratassimilation mit den Prototheken gemein (CONTE und PORE, 1973; PORE, 
1972). 
Eine Reihe anderer Autoren äußert hingegen Zweifel an der Protothekenabstammung von 
Chlorella. So zeigen ANDERSON (1944a), CASSELTON (1967), CIFERRI (1956), COOKE 
(1968), PRINGSHEIM (1963) sowie TUBAKI und SONEDA (1959) erheblic he Unterschiede 
in der C- und N-Assimilation. ARNOLD und AHEARN (1972), LLOYD und TU RNER 
(1968) sowie MANNERS et al. (1973) stellen bei vergleichenden Zellwand-Untersuchungen 
zum Teil erhebliche Unterschiede in Ultrastruktur und Zusammensetzung fest und gehen 
deshalb nicht von einer engen Verwandtschaft von Prototheca mit Chlorella aus. Bei ihren 
biochemischen und molekularbiologischen Untersuchungen könne KESSLER (1977) sowie 
KERFIN und KESSLER (1978) zwar eine enge Verwandschaft der Prototheken zu 
C. protothecoides, nicht aber zu den anderen Vertretern der Gattung Chlorella aufzeigen. 
Molekularbiologische Untersuchungen der SSUrRNA stellen die Prototheken schließlich 
phylogenetisch wieder in die Nähe der Chlorellen (HUSS und SOGIN, 1990; WOLFF und 
KUCK, 1990). Nach heutiger Sicht werden die Prototheken deshalb wie in Tabelle 1 
dargestellt eingeordnet. 
 
Tabelle 1. Taxonomische Stellung der Gattung Prototheca (Stand Juni 2001) 
 
   Überreich   Eukaryota 
   Reich    Viridiplantae  
   Abteilung   Chlorophyta 
Klasse   Trebouxiophyceae  
Ordnung   Chlorellales 
Familie   Chlorellaceae 
Genus   Prototheca  
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Über die Anzahl und Art der verschiedenen Spezies innerhalb der Gattung Prototheca gibt es 
ebenfalls stark divergierende Meinungen. So gibt es eine große Anzahl von 
Erstbeschreibungen, die inzwischen meist als Synonyme  von  P. zopfii reklassifiziert werden 
konnten. 
Die Ursache für derartige fachliche Unstimmigkeiten hinsichtlich der Taxonomie der 
Protothekenspezies ist hauptsächlich in den unterschiedlichen  Methoden zu sehen, mit denen 
die Autoren physiologische und morphologische Kriterien untersucht hatten (SCHUSTER 
und SCHUSTER, 1982). Des weiteren sind Differenzen bei der Speziesidentifikation in der 
teilweise beträchtlichen Variabilität der physiologischen und morphologischen Parameter zu 
suchen (ARNOLD und AHEARN, 1972; KESSLER, 1982; PRINZ, 1988; SUDMA N und 
KAPLAN, 1973). Nach der heute geltenden Nomenklatur (siehe Tabelle 2) ist eine sichere 
Identifikation der anerkannten Protothekenspezies anhand des Assimilationsverhaltens 
verschiedener C-Quellen in Kombination mit der Wachstumstemperatur und dem Nachweis 
einer etwaig vorhandenen Schleimkapsel gut möglich (BLASCHKE-HELLMESSEN et al., 
1985a). 
 






















mit glattem Rand 
flach, glatt mit 
glattem Rand 
halbkugelig, glatt 
mit glattem Rand 
Zelldurchmesser 
 [µm] 
7 - 30 4 - 10 7 –14 4 -20 
Assimilation von 
Glukose + + + + 
Saccharose - - (+)a - 
Trehalose - + - - 
n-Propanol + - - - 
Wachstum bei 37 °C  + + - +/-  
Kapselbildung - - + + 
a Wachstum erst nach langer Inkubationszeit (>14 d) 
 
Heute anerkannte Spezies der Gattung Prototheca sind P. wickerhamii, P. zopfii  und 
P. stagnora. Die Existenz von P. moriformis wird nach wie vor bezweifelt (PORE, 1985b; 
PRINZ, 1988), da die Mehrzahl der Autoren diese Spezies aufgrund einer bestehenden 
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Kreuzantigenität und des fast identischen Assimilationsmusters als ein Synonym von P. zopfii 
ansieht (BLASCHKE-HELLMESSEN et al., 1985b; DE CAMARGO und FISCHMAN, 
1979; DIEUDONNÉ, 1997; GEDEK und WEBER, 1978; JOSHI et al., 1975; MÜL LER, 
1988; PADHYE et al., 1979; PATNI und AARONSON, 1974; SUDMAN und KAP LAN, 
1973; SUDMAN und KAPLAN, 1974; THIELE, 1997). 
 
Nach Untersuchung einer Vielzahl von Isolaten aus der Umwelt sowie aus Rindermastitiden 
unterteilen BLASCHKE-HELLMESSEN et al. (1985a) P. zopfii in drei Varianten respektive 
Biotypen (siehe Tabelle3). 
 















11 - 30 
 
5 - 15 
 






































2,4 – 9,5 
 
2,1 – 10,5 
 




































a  nach 7 Tagen Inkubationsdauer 
b Wachstumsintensitäten: − = kein Wachstum, (+) = spärliches und zeitlich stark ver zögertes    
Wachstum, + = schwaches Wachstum, ++ = gutes Wachstum, + ++ = sehr gutes Wachstum 




Die Differenzierung erfolgte dabei auxanographisch (BLASCHKE-HELLMESSEN et al., 
1987; SEFFNER, 1994) anhand des Assimilationsmusters von Galaktose und Glycerol sowie 
mikroskopisch anhand der Zellgröße und Teilungsaktivität (BLASCHKE-HELLMESSEN et 
al., 1987; SCHUSTER und BLASCHKE-HELLMESSEN, 1983; SEFFNER, 1994). Als 
zusätzliche epidemiologische Kriterien zur Differenzierung werden das Vorkommen in 
bestimmten Habitaten sowie die Pathogenität der Isolate herangezogen (BAUMGÄRTNER, 
1997; SCHUSTER und BLASCHKE-HELLMESSEN, 1983). Schließlich lieferten 
Untersuchungen von verschiedenen Protothekenisolaten mittels der Fourier-transformierten-
Infrarot-Spektroskopie ebenfalls deutliche Hinweise für das Vorkommen verschiedener 
Cluster innerhalb von P. zopfii, wobei sich dabei die Variante III am deutlichsten von  den 
übrigen Isolaten unterscheiden ließ (SCHMALRECK et al., 1998). Vergleichende 
taxonomische Studien zum Vorkommen von Biotypen innerhalb der Spezies P. zopfii auf der 




2.1.2 Morphologie der Prototheken 
 
Kulturmorphologisch sind Kolonien von Prototheca spp. durch eine cremeweiße bis beige 
Farbe, eine glatte bis mattglänzende Oberfläche und eine weiche, pastenartige Konsistenz 
gekennzeichnet. Gemeinsam mit dem auftretenden hefeähnlichen Geruch kommt es auf den 
gebräuchlichen Pilznährmedien makromorphologisch leicht zu Verwechselungen mit Hefen 
(KAPLAN, 1977; SCHÖNBORN und SEFFNER, 1977). Wie auch bei Bakte rien und Pilzen 
so variieren auch bei den Prototheken sowohl die Zellmorphologie wie auch die Sporenzahl in 
Abhängigkeit vom Kultivierungsmedium, von der untersuchten Spezies, vom einzelnen Isolat 
und vom Entwicklungsstadium der Kultur (ARNOLD und AHEARN, 1972; KA PLAN, 
1977). 
Während die Kolonien von P. zopfii und P. stagnora flach sind, weisen diejenigen von 
P. wickerhamii eine halbkugelige Form auf. Die Oberfläche der P. wickerhamii-Kolonien ist 
glatt, die von P. stagnora glatt bis leicht gekörnt und die von P. zopfii gekörnt mit zentralem 
Knopf und ausgebogenem Rand (DE CAMARGO und FISCHMAN, 1979; PADH YE et al., 
1979; THIELE, 1997). 
Mikromorphologisch sind Prototheken runde bis ovale einzellige Organismen mit einer von 
der Teilungsphase  abhängigen Zellgröße zwischen 3 und 30 µm (GEDEK und WEBER, 
1978). Die zu großen Teilen aus Zellulose und Sporopollenin bestehende Zellwand von 
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P. zopfii zeigte bei Zellwandanalysen einen zweischichtigen Aufbau und eine Dicke von etwa 
1000 Angström  (LLOYD und TURNER, 1968; MENKE und FRICKE, 1962). LOU PAL et 
al. (1992) fanden allerdings einen vom Entwicklungszustand abhängigen Zellwandaufbau, der 
bei jungen Zellen ein-, bei älteren Zellen hingegen zwei- und dreischichtig war. 
Im Inneren der Zellen von P. zopfii und P. wickerhamii konnten ein Zellkern mit Nucleolus, 
ein Golgiapparat, Ribosomen, meist peripher liegende Mitochondrien und das 
endoplasmatische Retikulum dargestellt werden (NADAKAVUKAREN, 1973; PATNI und 
AARONSON, 1974). Des weiteren wurden Plastide nachgewiesen, welche Glykogen sowie 
einen stärkeartigen Speicherstoff enthielten. Diese wurden daraufhin als Leukoplasten, 
Glycophoren oder Amyloplasten bezeichnet (MENKE und FRICKE, 1962; 
NADAKAVUKAREN und McCRACKEN, 1973). 
Auffälligstes Merkmal für die mikroskopische und pathohistologische Identifizierung der 
Gattung Prototheca ist jedoch das Auftreten einer je nach Spezies und Entwi cklungsstadium 
unterschiedlich großen Anzahl von Tochterzellen, den Endo-, Auto- oder Sporangiosporen. 
Diese entwickeln sich innerhalb der Mutterzelle, dem Sporangium. Platzt dieses auf, ist die 




2.1.3 Physiologie der Prototheken 
 
Prototheken gewinnen ihre Energie durch heterotrophe Assimilation, also durch Oxidation 
organischer Verbindungen. Den Hauptanteil stellen dabei Kohlenstoffquellen, so 
verschiedene Zucker, aber auch Alkohole wie Glycerol und Propanol dar. Für diese 
Stoffwechselprozesse werden voll funktionstüchtige Mitochondrien benötigt (WOLFF et al., 
1993). Die nutzbaren Stickstoffquellen sind ebenfalls vorwiegend organischer Natur (z.B. 
Pepton, Lysin, Arginin), während anorganischer Stickstoff schlecht, Nitrat gar nicht und 
Ammoniumsalze nur mäßig verwertet werden können (PRINGSHEIM, 1963). Die Nutzung 
von Stickstoffquellen ist dabei immer an N-freie Kohlen stoffverbindungen, welche dann als 
Energielieferanten dienen, gebunden. 
Alle Vertreter der Gattung Prototheca sind thiamindefizient. Sie benötigen für ihre 
Entwicklung Vitamin B 1, da sie dieses selbst nicht synthetisieren können (CIFERRI, 1956). 
ANDERSON (1944a) wies nach, dass auch die Zugabe der beiden Bestandteile des Thiamins, 
das Thiazol und das Pyrimidin, für das Wachstum von P. zopfii ausreichend ist. 
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Prototheken sind in wesentlich größerem Umfang als ihre autotrophen Verwandten in der 
Lage, Speicherstoffe anzulegen. Als Reservestoffe dienen dabei Glykogen und Fett, das in 
Algen dann in flüssiger Form als Öl eingelagert wird. Unte r schlechten 
Wachstumsbedingungen werden diese Speicherstoffe in großem Ufang eingelagert. So ist in 
den Dauerformen mikroskopisch oft ein regelrechter Öltropfen sichtbar, wohingegen man 
diesen bei guten Wachstumsbedingungen nur selten finden kann (PRINGSHEIM, 1963). 
Die Vermehrung der Prototheken erfolgt algentypisch, asexuell durch Zellteilung. In der 
Mutterzelle, dem Sporangium, bilden sich in Abhängigkeit von Temperatur und 
Wachstumsrate bis zu 30 Endo- oder Sporangiosporen (ARNOLD und AHEARN, 1972; 
POYTON und BRANTON, 1972). In Abhängigkeit von den Wachstumsbedingungen kommt 
es zum Aufbau zweier verschiedener Sporentypen. Die kleineren, dickwandigen und mit 
reichlich Vorratsstoffen ausgestatteten Ruhe- oder Hypnosporen werden nur zu einem 
geringen Prozentsatz gebildet und dienen wahrscheinlich dem Überdauern widriger 
Umweltbedingungen. Bei günstigen Bedingungen entstehen dünnwandige, roße und mit 
relativ wenig Speicherplastiden ausgestattete Sporen (ARNOLD und AHEARN, 1972; JOSHI 
et al., 1975; KOCKOVA-KRATOCHVILOVA und HAVELKOVA, 1974). Sch lechte 
Umweltbedingungen überleben die Sporen von P. zopfii und P. wickerhamii ohne weitere 
Teilung unter Aufbrauchen der vorhandenen Reservestoffe. 
Die Tenazität dieser beiden Spezies ist sehr groß. So sind sie in Trinkmilch, Abwässern sowie 
auch bei Trockenheit monatelang lebensfähig und waren in Rinder- und Schweinegülle auch 
nach 100 Tagen noch nachweisbar (BLASCHKE-HELLMESSEN und SCHUSTER, 1984). 
In diesem Zusammenhang ist die hohe Tenazität gegenüber höheren Temperaturen ebenfalls 
bemerkenswert. So ist P. zopfii in der Lage, verschiedenen Pasteurisationsprozeduren sehr gut 
zu widerstehen (MELVILLE et al., 1999). Von den 40 untersuchte n P. zopfii-Isolaten wurden 
62,5 % bei einer Behandlung mit 75 °C über 15 Sekunden nicht inakt iviert. Immerhin noch 
45 % der untersuchten Isolate widerstanden einer Pasteurisation bei 75 °C für 20 Sekunden, 
und 62,5 % konnten mit einer Temperatur von 65 °C über einen Z eitraum von 30 Minuten 
nicht inaktiviert werden. Insgesamt waren 22,5 % der untersuchten Isolate für alle 







2.1.4 Ökologie der Gattung Prototheca 
 
Prototheken sind typische Saprophyten mit ubiquitärem Vorkomen und einer Vorliebe für 
Standorte mit abgestorbenen organischen Bestandteilen von Pflanzen und Tieren (METTLER, 
1983; SCHUSTER und BLASCHKE-HELLMESSEN, 1983). So wurden die verschiedenen 
Prototheken-Spezies aus dem Saftfluß von Laubbäumen (besonders dem von Ulmen), aus 
kommunalen und landwirtschaftlichen Abwässern, Oberflächengewässern, dem Erdboden, 
Kartoffel- und Bananenschalen, aber auch so exotischen Medien wie dem Ölschlamm einer 
Erdölraffinerie isoliert (DE CAMARGO und FISCHMAN, 1979; K OCKOVA-
KRATOCHVILOVA und HAVELKOVA, 1974; KRÜGER, 1894; PORE, 1985a). Auc h aus 
der Umgebung landwirtschaftlicher Nutztiere gelang der Nachweis häufig und dies mit hohen 
Keimgehalten (SCHUSTER und BLASCHKE-HELLMESSEN, 1983). Die Besiedlung des 
Darmes von Rindern, Schweinen und Pferden wird als physiologisch angesehen (ENDERS 
und WEBER, 1993a; ENDERS und WEBER, 1993b; WEBER und ENDERS, 1993). 
Die postulierten Varianten bzw. Biotypen von P. zopfii zeigen dagegen ein tierartspezifisches 
Vorkommen. Variante I und II sind zu gleichen Teilen in R inderställen anzutreffen. Nur 
Variante II wurde bisher als pathogenes Agens bei der Protothekenmastitis des Rindes 
isoliert, und scheint deshalb eine besondere Rolle in der Ätiologie dieser Erkrankung zu 
spielen (BLASCHKE-HELLMESSEN et al., 1985a; JANOSI et al ., 2001b; SCHUSTER und 
BLASCHKE-HELLMESSEN, 1983). Variante III hingegen konnte bisher meist nur aus 




2.2 Protothekosen bei Mensch und Tier 
 
 
Unter der Bezeichnung „Protothekosen“ werden die bei Mensch und Tier durch Prototheken 
hervorgerufenen Krankheitsbilder zusammengefaßt (SONCK und KOCH, 1971). Obwohl die 
Vertreter der Gattung Prototheca weltweit ubiquitär vorkommen, gehören durch diese 
pflanzlichen Erreger bedingten Erkrankungen sowohl beim Mensch wie auch beim Tier zu 
den eher seltenen Infektionen. Bei gleichzeitigem Einwirken bestimmter prädisponierender 
Faktoren können jedoch sowohl P. wickerhamii als auch P. zopfii beim Menschen und bei 
verschiedenen Tierarten eine Reihe unterschiedlichster Krankheitsbilder auslösen 
(SCHÖNBORN et al., 1974). 
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2.2.1 Protothekosen des Menschen 
 
 
Die Protothekeninfektion des Menschen ist eine seltene, weltweit vorkommende Erkrankung, 
von der die meisten Fallberichte aus Asien und Nordamerika vorliegen. Ausgelöst wird die 
Protothekose des Menschen in der überwiegenden Zahl durch P. wickerhamii, während die 
P. zopfii-Infektion nur sporadisch auftritt (THIELE, 1997). Interessanterweise konnte 
allerdings durch BLASCHKE-HELLMESSEN (2001) mehrfach P. zopfii, Variante III aus 
Onychomykosen isoliert werden. Die Kausalfrage konnte jedoch nicht abschließend 
beantwortet werden. 
Anhand der Lokalisation des Infektionsgeschehens erfolgt die Einteilung der 
Protothekeninfektionen des Menschen in folgende drei Gruppen (LEE, 1989; MATSUDA 
und MATSUMOTO, 1992): Haut- und Unterhautprotothekosen, die Schleimbeutel-, Fascien- 
und Sehnenscheidenprotothekosen und die systemischen Protothekosen. Darüber hinaus 
können Prototheken aber auch als harmlose Hautbesiedler isoliert werden (ARNOLD und 
AHEARN, 1972; SCHÖNBORN et al., 1974). Auch die Isolierung aus m enschlichem Faeces 
gelang mehrfach (ASHFORD et al., 1930; CASAL et al., 1983; CA SAL und GUTIERREZ, 
1983a). Die ätiologische Bedeutung dieser Algenisolate konnte jedoch bisher nicht schlüssig 
geklärt werden, obgleich es Hinweise gibt, dass Prototheken beim Menschen, ähnlich wie 
beim Hund, auch Enteritiden verursachen können (CASAL et al., 1983). 
Einen umfassenden Überblick über die in der Humanmedizin beschriebenen Fälle von 
Protothekeninfektionen gibt THIELE (1997). Anhand der 73 aufgelisteten Fallbeschreibungen 
wird deutlich, dass für die Entstehung der humanen Protothekose das Einwirken von 
prädisponierenden Faktoren als Grundvoraussetzung anzusehen ist. So gingen den oft 
beschriebenen Infektionen der Bursa olecrani in der Regel Ellenbogenverletzungen voran 
(AHBEL et al., 1980; MATSUDA und MATSUMOTO, 1992; METTLER, 1983).  Als 
wichtigster prädisponierender Faktor ist aber sowohl für die lokal umschriebenen als auch für 
die systemischen, disseminierten humanen Protothekosen eine Beeinträchtigung der 
zellulären und humoralen Immunität anzusehen. So konnte gezeigt werden, dass 
Protothekeninfektionen iatrogen durch lokale oder systemische Glukokortikoid- oder 
Zytostatikaapplikation begünstigt werden (COCHRAN et al., 1986; HEITZMAN et al., 1984; 
HOLCOMB et al., 1981; NARYSHKIN et al., 1987; TSUJI et al.,  1993). Es liegen auch 
Berichte über prädisponierende Stoffwechselerkrankungen, wie Diabetis mellitus, vor. Die 
mit diesen Erkrankungen einhergehenden Immunsuppression wird für verschiedenste 
Manifestationsformen verantwortlich gemacht (CONNOR et al., 1982; GIBB et al., 1991; 
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LEE et al., 1975; MATSUDA und MATSUMOTO, 1992). In diesem Zusam menhang sind 
auch nichtinfektiöse Defekte der zellulären Abwehrmechanismen und Tumoren des 
hämatopoetischen Systems als prädisponierende Faktoren idetifiziert worden (HENEY et al., 
1991; VENEZIO et al., 1982). Die größte Bedeutung muß in den letzt en Jahren jedoch der 
Infektion durch das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) zugesprochen werden, die neben 
anderen selteneren Krankheitsbildern, wie Systemmykosen, auch für eine Häufung der Fälle 
von lokalen und systemischen Protothekosen verantwortlich gemacht werden konnten 
(BIANCHI et al., 2000; CAREY et al., 1997; KAMINSKI et al.,  1992; POLK und 





2.2.2 Protothekosen des Hundes 
 
Neben Krankheitsbeschreibungen bei Rind und Mensch stammen die meisten Fallberichte 
über Prototheken-bedingte Erkrankungen vom Hund. Unterschiede zum Menschen bestehen 
einerseits in den klinischen Erscheinungsformen selbst, andererseits unterscheidet sich auch 
das Erregerspektrum (THIELE, 1997). Während beim Menschen vorwiegend P. wickerhamii 
für die Infektion verantwortlich ist, werden bei Erkrankun gen des Hundes P. zopfii und 
P. wickerhamii zu annähernd gleichen Teilen isoliert (MIGAKI et al.,  1982). TYLER et al. 
(1980) berichten sogar über das gleichzeitige Auftreten beider Spezies innerhalb ein und des 
selben Krankheitsgeschehens. Anders als beim Menschen handelt es sich beim Hund in der 
Regel um eine disseminierte Infektion mit Manifestation in verschiedenen Organsystemen 
(QUINN et al., 1999). Die daraus resultierenden, meist therapieresistenten klinischen 
Erscheinungen äußern sich als Dermatitiden (GINEL et al., 1997; MACARTNEY et al., 1988; 
METTLER, 1983; PEREZ et al., 1997), hämorrhagische Enteritiden (GAUNT et al., 1984; 
MIGAKI et al., 1982; THOMAS und PRESTON, 1990) sowie in zentr alnervösen 
Ausfallserscheinungen, wie plötzlicher Erblindung, Taubheit oder Lahmheiten (BLOGG und 
SYKES, 1995; BUYUKMIHCI et al., 1975; COOK et al., 1984; FONT un d HOOK, 1984; 
MOORE et al., 1985; TYLER et al., 1980). Pathomorphologische Veränderungen finden sich 
in Form von disseminierten pyogranulomatösen Läsionen vor allem in Darm, Konjunktiva, 
Retina, Nieren, Leber, Milz, Herz, Lunge sowie deren t ributären Lymphknoten (BLOGG und 
SYKES, 1995; COOK et al., 1984; IMES et al., 1977; TYLER et al. , 1980). Hierbei ist 
auffällig, dass es dabei nur zu einer zahlenmäßig geringen Immigration von 
Entzündungszellen in den Infektionsherd kommt. Die Rolle prädisponierender Faktoren wird 
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diskutiert, da es auch beim Hund Hinweise darauf gibt, dass eine Suppression der zellulären 
Immunantwort das Infektionsgeschehen begünstigen kann (PEREZ et al., 1997; RAKICH und 
LATIMER, 1984). Im Gegensatz zum Menschen ist die systemische Therapie mit 
Antimykotika, wie Amphotericin B und Ketokonazol, in der Regel erfol glos, so dass die 




2.2.3 Protothekosen anderer Spezies 
 
Natürliche Infektionen mit Prototheca-Spezies wurden außer bei Mensch, Hund und Rind nur 
als Einzelfallbeschreibungen bei der Katze, dem Reh, dem Flughund sowie bei Karpfen und 
Atlantischen Lachsen bekannt: 
Bei der Katze konnte als pathogenes Agens bisher nur Prototheca wickerhamii isoliert 
werden. Klinisch fanden sich lokale Affektionen der Haut, wo bei eine besondere Affinität 
zum Bereich des Kopfes beobachtet wurde. Pathohistologisch handelte es sich bei all diesen 
Fällen um pyogranulomatöse Entzündungen (COLOE und ALLISON, 1982; DILLBERGER 
et al., 1988; KAPLAN et al., 1976; QUINN et al. 1999). 
Die einzige beschriebene Protothekose eines Rehs wurde durch P. wickerhamii ausgelöst und 
war auf den Kopf und die Vordergliedmaßen beschränkt, wobei auch die regionalen 
Lymphknoten involviert waren (FRESE und GEDEK, 1968; SUDMAN  und KAPLAN, 
1973). Beim Flughund wurde eine generalisierte, durch P. wickerhamii ausgelöste 
Protothekose mit pyogranulomatösen Veränderungen an vielen in eren Organen beschrieben 
(METTLER, 1975). Protothekosen bei Fischen (Karpfen und Atlantischer Lachs) wurden 
bereits mehrfach beschrieben (GENTLES und BOND, 1977; LOUPAL et al., 1992). Es waren 






2.3 Die Protothekenmastitis des Rindes 
 
 
Bei der Protothekenmastitis des Rindes handelt es sich um eine, durch P. zopfii verursachte, 
lokale Infektion der Milchdrüse unter Beteiligung der Euterlymphknoten. 
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Darüber hinaus sind auch sporadische Fälle einer granulomatösen Lymphadenitis der 
Retropharyngeallymphknoten und anderer Körperlymphknoten (MIGAKI et al., 1969) sowie 
der Fall einer granulomatösen Peritonitis beschrieben worden (ROGERS, 1974). Der Erreger 
wurde in diesen Fällen zuerst als Alge der Gattung Prototheca bezeichnet. Später ließen sich 
jedoch in all diesen Fällen Grünalgen der Gattung Chlorella als krankmachende Erreger 
identifizieren, wodurch sich auch die grüne Färbung der beobachteten Granulome erklären 




2.3.1 Ätiologie und Pathogenese der Protothekenmastitis 
 
Die Infektion mit P. zopfii erfolgt in der Regel galaktogen-aszendierend. Zitzenverletzungen 
werden aber ebenfalls als Eintrittspforten für die Erreger angesehen. Die weitere Verbreitung 
der Erreger erfolgt im Hohlraumsystem des Euters. Die sezernierenden Alveolen scheinen 
günstige Vermehrungsbedingungen für P. zopfii zu bieten, da eine Mastitis gehäuft bei Kühen 
in der Hochlaktation beobachtet werden kann (DION, 1982; FRANK et al., 1969; LERCHE, 
1952; SCHIEFER und GEDEK, 1968; SCHÖNBORN und SEFFNER, 1977; SEFFNER, 
1994; SPALTON, 1985). Für einen bevorzugt galaktogenen Infektionsweg spricht auch, dass 
die experimentelle Induktion von Mastitiden bisher stets nur auf diesem Wege gelang 
(BERGMANN, 1993b; DION, 1982; LERCHE, 1952). 
Darüber hinaus wird ebenfalls ein endogener Infektionsweg mit hämatogener oder 
lymphogener Ausbreitung der Erreger im Euter vermutet (WILHELM et al., 1992). So wurde 
gezeigt, dass Prototheken in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten überleben können 
und dort sogar vermehrungsfähig bleiben (GINEL et al., 1997; JENSEN et al., 1998). Eine 
Ausbreitung im Gewebe auf diesem Wege ist sehr wahrscheinlich. Der lymphogene Transport 
der Erreger erscheint auch deshalb als möglich, da Prototheken häufig aus den 
Euterlymphknoten infizierter Rinder isoliert werden können. SEFFNER (1994) vermutet als 
Erregerwirkung Toxine. Durch deren Wirkung soll es zu Alveola repithelschädigungen 
kommen, die dann eine weitere intraalveoläre Ausbreitung der Prototheken begünstigen. Nach 
Studien zum Migrationsverhalten verschiedener Entzündungszelltypen v rmuten PEREZ et 
al. (1997), dass Prototheken entweder die Migration und Proliferation von Entzündungszellen 
wirkungsvoll herabsetzen, oder dass nur abgetötete Algenzell n zu einer effektiven lokalen 
Immunantwort führen können. 
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Die Fähigkeit, im Makrophagen zu überleben und der Phagozytose wirksam widerstehen zu 
können, scheint ein Hauptgrund für die Chronizität der Protothekenmastitis zu sein. Zwar 
vermag der Körper durch Kapsel- und Abszeßbildung die Erreger gegenüber dem anderen 
Eutergewebe abzugrenzen und damit auch eine weitere Ausbreitung zu verhindern, eine 
Abtötung der Erreger gelingt jedoch nicht. Vermutlich durch A ufbrechen der abgekapselten 
Erregerherde kommt es dann häufig zum intermittierenden Ausscheiden der Erreger. Dies 
führt zu diagnostischen Schwierigkeiten, aber auch zu einem langen Persistieren der Infektion 
(SCHICK und KUTZER, 1982). Auf der Basis dieser Hypothese ist  es erklärbar, dass viele 
Tiere auch nach dem Trockenstehen erneut die Erreger ausscheiden u d Symptome einer 
Mastitis entwickeln (DION, 1982). Durch die fortschreitende bindegewebige Induration und 
Atresie des Euterepithels kommt es schließlich zum irreversiblen und starken Rückgang der 
Milchleistung. Sind ganze Herden betroffen, führt dies letztendlich zu großen ökonomischen 
Verlusten in den betroffenen Betrieben (GEDEK und WEBER, 1978; SEFFNER, 1994). 
 
Wie bei anderen Infektionen mit Pilzen und Hefen, so spi elen wahrscheinlich auch bei 
Infektionen mit Vertretern der Gattung Prototheca prädisponierende Faktoren eine 
entscheidende Rolle. Im Gegensatz zu pilzbedingten Mastitiden sind die bisher bekannten 
Parameter nur sporadisch untersucht worden, und eine Interpretation klinischer Befunde ist 
somit entsprechend schwieriger. 
Die Hypothese, dass es sich bei Prototheca spp. um opportunistische Erreger handelt, die nur 
unter besonderen prädisponierenden Faktoren infektiös sind, wird einerseits durch das seltene 
Auftreten von Protothekeninfektionen und andererseits durch die meist vergeblichen 
Versuche, unterschiedliche Labortier-Spezies zu infiziern, unterstützt (DE CAMARGO und 
FISCHMAN, 1979; LERCHE, 1952). Nur mit sehr hohen Inokulations dosen gelang es bei 
Mäusen, in einigen wenigen Individuen metastatische Herde in Hirn, Milz und Nieren zu 
erzeugen (SCHIEFER und GEDEK, 1968; SCHÖNBORN et al., 1974). 
Anhand der Fallberichte zu humanen Protothekosen ist die Bedeutung prädisponierender 
Faktoren in der Vergangenheit analog nachvollziehbar. Dort konnte bei immunsupprimierten 
Patienten nach lokaler oder systemischer Glukokortikoidtherapie oder nach Krankheiten des 
Immunsystems, wie AIDS oder dem Hodgkin-Lymphom, ein verstärktes Auftreten lokaler 
und systemischer Protothekosen beobachtet werden (COCHRAN et al., 1986; HENEY et al., 
1991; IACOVIELLO et al., 1992; KAMINSKI et al., 1992; LAENG et al., 1994; TEJADA 
und PARKER, 1994; TSUJI et al., 1993; WOOLRICH et al., 1994). Ande rerseits zeigten 
GEDEK und WEBER (1978), dass die Verabreichung von Antibiotika keinen Einfluß auf die 
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Ansiedlung und Ausbreitung der Prototheken im Eutergewebe von Rindern hatte. Im 
Vergleich zu den Protothekosen des Hundes konnten prädisponiernde Faktoren bisher 
ebenfalls nicht eindeutig identifiziert werden, obwohl auch hier ein Zusammenhang mit einer 
Immunsuppression wahrscheinlich ist. Für das Entstehen einer klinisch manifesten Mastitis 
des Rindes scheinen prädisponierende Faktoren hingegen eine große Rolle zu spielen, da 
Prototheken auch in der Milch eutergesunder Kühe und in trockenstehenden Eutern 
nachgewiesen worden sind (SEFFNER, 1994; WILHELM et al., 1992) und Infektionen 
durchaus mild oder sogar klinisch inapparent verlaufen können (GEDEK und WEBER, 
1978). 
Als prädisponierende Faktoren für die Protothekenmastitis des Rindes gelten 
unvorschriftsmäßiges Melken, Hochlaktation oder eine Vorschädigung des Euters durch 
andere Mastitiserreger (DA COSTA et al., 1996; JANOSI et al., 2001a; SEFFNER, 1994). 
Chronisch mit Streptococcus agalactiae infizierte Rinderbestände sowie Bestände mit 
erhöhtem Milchzellgehalt oder vermehrten bakteriellen Infektionen gelten als prädisponiert 
für das Angehen einer Herdenprotothekose (TENHAGEN et al., 1999; WILHELM et al., 
1992). Eine Weide- oder Auslaufhaltung auf Gelände mit Prototheca-kontaminierten 
Feuchtstellen begünstigt wahrscheinlich ebenfalls das Entstehen dieser Erkrankung (COSTA 




2.3.2 Klinik der Protothekenmastitis 
 
Die Protothekenmastitis des Rindes beginnt als akute bis subakute Entzündung der 
Milchdrüse und geht später in der Regel in das chronische Stadium über. Dies führt 
schließlich in den meisten Fällen zum vollständigen Funktionsverlust des betroffenen 
Eutergewebes (FRANK et al., 1969; SEFFNER, 1994; SPALTON, 1985). Die Restitutio ad 
integrum einmal klinisch auffällig gewordener Tiere ist die Ausnah me. Das Auftreten klinisch 
inapparent infizierter Tiere und intermittierender Erregerausscheider wurde dagegen häufig 
beobachtet (SCHICK und KUTZER, 1982). 
Im akuten Stadium ist das Euter von einer derben Konsistenz und ballonartigem Aussehen, 
wobei weitere typische Entzündungserscheinungen, wie Rötung und Ödembildung, in der 
Regel fehlen (COSTA et al., 1996; SCHÖNBORN und SEFFNER, 1977; SEFFNER, 1994). 
Die Milchleistung geht in kürzester Zeit stark zurück oder kan n vollständig versiegen und der 
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Gehalt der Milch an somatischen Zellen ist mäßig bis stark erhöht (FRANK et al., 1969). 
Sekretveränderungen werden zu diesem frühen Zeitpunkt selten bemerkt. Die im Anschluß 
auftretenden Sekretveränderungen manifestieren sich durch schleimig-wässrige 
Beschaffenheit der Milch, oft versetzt mit weißen oder gelblichen, quarkähnlichen 
Ausfällungen (GEDEK und WEBER, 1978; GRUNERT et al., 1996). 
Im folgenden chronischen Stadium kommt es zu einer zunehmenden Atresie der betroffenen 
Euterviertel mit deutlich tastbaren, klein- oder großknotigen Gewebeverdichtungen. Diese 
pathologischen Veränderungen gehen mit einer ständigen Milchmengenabnahme und einer 
erhöhten Infektionsanfälligkeit des betroffenen Euterviertels für andere Krankheitserreger 
einher. Schließlich kommt es in der überwiegenden Mehrzahl aller Fälle zum vollständigen 
Funktionsverlust des Drüsenepithels und zum Sistieren der Milchproduktion (JENSEN et al., 
1998; SCHÖNBORN und SEFFNER, 1977). Als typisches Anzeichen für das endemische 
Vorliegen einer Protothekenmastitis ist daher eine erhöhte Prävalenz von Tieren mit einem 




2.3.3 Pathomorphologie der Protothekenmastitis 
 
Pathohistologisch handelt es sich bei der Protothekenmastitis des Rindes um eine interstitielle 
pyogranulomatöse Entzündung der Milchdrüse (MCDONALD et al., 1984b). Im akuten 
Infektionsstadium findet man eine Vielzahl von Algen in den Alveolen und den Ductuli 
lactiferri. Mechanisch bedingt kann es zu massiven Stauungserscheinungen kommen, welche 
dann zur beschriebenen Klinik mit ballonartigem Euter und abruptem Milchleistungsrückgang 
führen können (FURUOKA et al., 1989; GEDEK und WEBER, 1978). Di e Immigration von 
Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten in das Eutergewebe ist gering ausgeprägt, und 
auch die Zahl der in die Milch ausgewanderten Entzündungszellen ist eher mäßig (HODGES 
et al., 1985; SCHÖNBORN und SEFFNER, 1977). Im chronischen Stadium weist das 
pathohistologische Bild der Protothekenmastitis ähnliche charakteristische Merkmale auf, wie 
sie auch bei anderen, lang andauernden, persistierenden und schwer zu therapierenden 
Infektionen der bovinen Milchdrüse zu finden sind. So ist die Immigration der Erreger ins 
Interstitium und eine anschließende bindegewebige Abkapselung typisch (FURUOKA et al., 
1989; HODGES et al., 1985). Bei einsetzender Granulombildung wird ein Wall aus 
Lymphozyten und Epitheloidzellen sichtbar, in denen dann die mittels der PAS-Färbung 
17 
dargestellten Algenzellen zu finden sind (GRUNERT et al., 1996; HODGES et al., 1985; 
SCHÖNBORN und SEFFNER, 1977; TUZUKI, 1987). Wie die oft auftret enden, 
intermittierenden Erregerausscheider in betroffenen Herden vermuten lassen, bleiben die 
Erreger in diesen Granulomen und Mikroabszessen jedoch über lange Zeiträume vital und 
können nach einem Aufbrechen zu einem erneutem Aufflammen der Infektion führen 
(SCHICK und KUTZER, 1982). JENSEN et al. (1998) zeigten, dass Z ellen von P. zopfii 
intrazellulär in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten über längere Zeit vital blieben. 
Die Autoren vermuten, dass die Algen sogar in der Lage ware n, sich dort durch 




2.3.4 Diagnostik der Protothekenmastitis 
 
Die Diagnostik der Protothekenmastitis erfolgt in der Routine durch den kulturellen 
Erregernachweis in der Milch (BERKHOFF et al., 1982; SCHI CK und KUTZER, 1982). 
Hierbei wird ein Aliquot der Milchprobe auf entsprechende f este Nährmedien ausgebracht 
und inkubiert. Als besonders geeignet erwiesen sich die meisten in der Pilzdiagnostik 
eingesetzten Kultivierungsmedien, wie Sabouraud-Glukose-Agar, Kimmig-Agar oder 
Kartoffel-Agar. Allesamt können diese zur Unterdrückung der bakteriellen Begleitflora noch 
mit Antibiotika versetzt werden (AALBAEK et al., 1998; PO RE et al., 1987; SEFFNER, 
1994; WILHELM et al., 1992). Zur Anzucht aus stark kontaminierte n Proben eignet sich 
besonders das mit Antibiotika und Antimykotika versetzte Selektivnährmedium nach PORE 
(1973). 
Nach positivem kulturmorphologischem Befund erfolgt in der routinemäßigen Diagnostik 
stets die mikroskopische Begutachtung der verdächtigen Kolonien und entsprechender 
Ausstrichpräparate (AALBAEK et al., 1998; BERKHOFF et al.,  1982; SCHICK und 
KUTZER, 1982). Dabei kommen die verschiedensten, im folgenden kurz beschriebenen 
Methoden zum Einsatz: 
Weit verbreitet ist die monochromatische Färbung von Nativpräparaten mit Methylenblau 
oder Lactophenol-Baumwoll-Blau, bei der die Protothekenzell n als ovale bis runde, 
lichtbrechende, doppelt konturierte Gebilde zu erkennen sind. Weitere Färbemethoden für 
Nativpräparate nutzen zum einen den Fluoreszenz-Farbstoffe Fungiqual® (Fa. Ciba-Corning 
Diagnostics, Fernwald) und zum anderen eine speziell für morphologische Untersuchungen 
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an Pilzen und Prototheken entwickelte Färbelösung mit dem Namen “PHOL” (DEUTZ und 
KUTTIN, 1990; PAL et al., 1990). Im pathohistologischen Präpar at von Biopsieproben lassen 
sich Prototheken mittels PAS- oder Gridley-Färbung sowie mit der Gomori-
Silberimprägnation verlässlich darstellen, während sie sich mit Hämatoxylin-Eosin wenig 
oder gar nicht anfärben lassen (MULLER et al., 1993). 
Für die schnelle Differenzierung der kulturmorphologisch sehr ähnlichen Prototheken- und 
Candida-Spezies stehen inzwischen ebenfalls mehrere Methoden zur Verfügung. Unter 
Nutzung der kommerziell erhältlichen Identifikationssysteme API 20C  und RapID Yeast 
Plus® sind eine sichere Identifizierung von P. zopfii, P. wickerhamii und P. stagnora sowie 
die Abgrenzung von den Vertretern der Gattung Candida möglich (ESPINEL-INGROFF et 
al., 1998; PADHYE et al., 1979). Eine gute Differenzierung gelin gt auch mit Ribostamycin 
(60 µg/ Blättchen), wobei Prototheca spec. gehemmt werden und sich Arten der Gattung 
Candida als resistent erweisen (CASAL und GUTIERREZ, 1983a; CASAL und 
GUTIERREZ, 1986). Ein Aggregationstest als Schnellmethode zur Abgrenzung der Gattung 
Prototheca von verschiedenen Arten der Gattung Candida ist ebenfalls eingeführt (MÜLLER, 
1988). Dabei wird das Kulturmaterial nach einer Vermischung mit einem Tropfen 
Leitungswasser, anschließendem Objektträgerausstrich und nachfolgender Trocknung 
makroskopisch oder mit der Lupe untersucht und anhand charakteristischer 
Differenzierungsmerkmale eingeordnet. So finden sich bei Prototheca spec. grobschollige 
Aggregationen mit relativ großen Zwischenräumen, bei Vertretern der Gattung Candida 
hingegen eine diffus feinkörnige Verteilung mit sehr kleinen Zwischenräumen. 
Innerhalb des Genus Prototheca lassen sich die beiden pathogenen Spezies durch die 
unterschiedliche Empfindlichkeit gegenüber Clotrimazol unterscheiden. P. zopfii gilt als 
resistent, wohingegen P. wickerhamii sensibel gegenüber diesem Antimykotikum reagiert 
(CASAL und GUTIERREZ, 1983b). 
 
Bis heute wurde nur sporadisch versucht, eine serologische Diagnostik der 
Protothekenmastitis zu etablieren. Die bisher beschriebenen Testsysteme waren dabei nicht 
für die Routinediagnostik geeignet. DION (1982) wies anhand serologischer Untersuchungen 
an vier erkrankten Kühen erstmals die Induktion von spezifischen Antikörpern gegen 
Prototheken nach. Dabei waren Antikörper sowohl im Serum als auch im Milchserum der 
infizierten Rinder nachweisbar. Es zeigte sich, dass Kühe, welche schon Monate vor der 
Trockenstehperiode infiziert worden waren, während des Trockenstehens einen Abfall des 
Serum-Antikörperspiegels aufwiesen. Dieser  stieg mit Begin der Laktation wieder stark an, 
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was auf ein erneutes Aufflammen der Infektion hindeutete. Im Serum von Kälbern dieser 
Kühe waren ebenfalls spezifische Antikörper nachweisbar, die diese wahrscheinlich über das 
Kolostrum aufgenommen hatten. Der von DION (1982) eingeführte Immunodiffusionstest ist 
aufgrund des hohen zeitlichen Aufwandes jedoch nicht für eine Routinediagnostik geeignet. 
BLASCHKE-HELLMESSEN et al. (1987) fanden bei einem Blutseren-Screening von 260 
Rindern mittels Gegenstromelektrophorese bei 87,5 % der Kühe mit chronischer 
Protothekenmastitis, bei 36,4 % der Tiere mit subklinischer Mastitis, bei 42,6 % der 
Protothekenausscheider ohne Klinik und bei 2,5 % der Tiere ohne Erregernachweis 
spezifische Antikörper gegen P. zopfii. Bei Kühen aus gesunden, protothekenfreien Herden 
waren dagegen spezifische Antikörper nicht nachweisbar. Die Autoren sahen im 
Antikörpernachweis ein gutes Hilfsmittel zur Diagnose der klinischen und subklinischen 
Protothekenmastitis des Rindes. Ein Einsatz als alleinges Routinediagnostikum war jedoch 
aufgrund der geringen Sensitivität und des relativ hohen technischen und materiellen 
Aufwandes der Gegenstromelektrophorese auch hier nicht möglich. Bei vergleichenden 
serologischen Untersuchungen mit Stämmen, die biochemisch und epidemiologisch den 
Varianten I, II und III von P. zopfii zuzuordnen waren, zeigte sich in der 
Gegenstromelektrophorese, dass es, anders als bei Antigenen der Varianten I und III, mit dem 
Serum infizierter Rinder zur Bildung von zahlenmäßig mehr und stärker ausgeprägten 
Präzipitationslinien gegenüber dem Antigen von Variante II kam (BLASCHKE-
HELLMESSEN et al., 1987). JENSEN et al. (1998) testeten 16 Ti ere mittels eines indirekten 
ELISAs auf P. zopfii-spezifische Serum-Antikörper des Immunglobulinisotyps G. Hierbei 
waren die höchsten Antikörperkonzentrationen bei infizierten Tieren feststellbar. Die 
Unterschiede zu nicht infizierten Tieren waren jedoch nicht signifikant und eine 




2.3.5 Therapie und Bekämpfung der Protothekenmastitis 
 
Ungeachtet der zahlreichen Versuche einer Therapie, erwies sich die Protothekenmastitis des 
Rindes bisher als therapieresistent. Die Merzung der infizierten Tiere gilt daher als Mittel der 
Wahl zur Sanierung betroffener Rinderbestände (DE VARGAS et al., 1998; GRUNERT et 
al., 1996; SCHICK und KUTZER, 1982; SEFFNER, 1987; SEFFNER, 1994). 
Bei In-vitro-Untersuchungen erwies sich Prototheca spec. als empfindlich gegenüber 
Antimykotika, wie Nystatin, Ketokonazol und Amphotericin B, sowie für Antibiotika, wie 
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Tylosin und Oxytetrazyklin. Aufgrund der starken Gewebereizung und den durch die Mastitis 
hervorgerufen pathomorphologischen Veränderungen waren Therapieversuche mit diesen 
Wirkstoffen in der Regel erfolglos (CASAL und GUTIERREZ, 1983a; LAMPEN und 
ARNOW, 1961; MATSUDA und MATSUMOTO, 1992; MCDONALD et al., 1984a;  
PERLMAN, 1964; SEGAL et al., 1976; SHAHAN und PORE, 1991). Zusätzl ich sprechen die 
hohen Kosten einer solchen Therapie und die für einen ausreichenden Wirkstoffspiegel im 
Eutergewebe erforderlichen relativ großen Applikationsvolumina gegen derartige 
Therapiemaßnahmen (GEDEK und WEBER, 1978; MUGGLI, 1977). 
BERGMANN (1993a) zeigte die gute intramammäre Euterverträglichkeit von Tetra- und 
Levamisolhydrochlorid-Präparationen bei Konzentrationen von 4 %  (vol/vol). Der daraufhin 
durchgeführte Therapieversuch bei einer experimentell infizierten Kuh mit jeweils 20 ml pro 
Viertel einer 4 %igen Tetramisolhydrochlorid-Lösung brachte eine Reduktion der Algenzahl 
in der Milch und eine Verminderung der klinischen Symptome ( BERGMANN, 1993a; 
BERGMANN, 1993b). 
Bei In-vitro-Untersuchungen mit Lugolscher Lösung und Polyvinylpyrrolidon(PVP)-Iod-
Lösung konnte THIELE (1997) die Wirksamkeit dieser beiden Stoffe gegenüber P. zopfii 
nachweisen. Die für eine Abtötung der Erreger notwendigen Wirkstoffkonzentrationen von 
0,5 % (vol/vol) bei Lugolscher Lösung und 2,0 % bei PVP-Iod-Lö sung erwiesen sich im 
Modell des isoliert perfundierten Rindereuters als gut gewebeverträglich, klinische Studien 
wurden aber nicht durchgeführt. 
Auf der hohen Empfindlichkeit von Mikroorganismen gegenüber Iod-Lösungen basiert auch 
das Zitzentauchen mit iodhaltigen Mitteln nach dem Melkakt, welches als eine der 
wichtigsten Maßnahmen zur Bekämpfung der Protothekenmastitis angesehen wird 
(GRUNERT et al., 1996; SCHICK und KUTZER, 1982; SCHUSTER und SCHUSTER, 
1982; SEFFNER, 1994). Weitere erprobte Bekämpfungsmaßnahmen sind die Merzung aller 
euterkranken Tiere mit positivem Protothekennachweis, die Abgrenzung latenter und 
intermittierender Prototheken-Ausscheider, eine algizid wirkende Keimdekontamination im 
Haltungs- und Melkbereich und das Abstellen infektionsbegünstigender Faktoren (COSTA et 
al., 1996; SEFFNER, 1994). Als initiale Maßnahmen für eine e rfolgreiche Sanierung werden 
zudem die schnelle Erfassung der infizierten Kühe, deren Isolierung vom Rest des Bestandes 
und die anschließende, möglichst schnelle Merzung dieser Tiere gefordert (DE VARGAS et 




3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN 
 
 




Für die vorliegende Arbeit wurden kulturelle und serologische Untersuchungen in drei 
rinderhaltenden Betrieben aus den sächsischen Landkreisen Bautzen, Muldetalkreis und 
Sächsische Schweiz durchgeführt. 
Der Bestand aus dem Landkreis Bautzen (Betrieb A) galt als endemischer Protothekenbestand 
und wurde bereits seit mehreren Jahren speziell auf Prototheken hin untersucht. Im Rahmen 
der Sanierung wurden die kulturell positiven Tiere zu einer, v on den anderen Tieren räumlich 
isolierten Gruppe (”Protothekengruppe”) zusammengestellt. Diese Gruppe sollte als positive 
Kontrollgruppe dienen. An den übrigen Kühen des Bestandes wurden die Untersuchungen zur 
Entwicklung und Evaluierung eines ELISAs zur Identifizierung von mit P. zopfii infizierten 




Tabelle 4. Bestandsdaten der untersuchten Betriebe 
 
Charakteristika Betrieb A Betrieb B Betrieb C 
Untersuchte Tiere 85 ca. 300 14 

















Weidegang Nein Nein Ja 
Zukauf Nein Nein Nein 
 
 
Im Bestand B (Muldetalkreis) erfolgten im Rahmen einer B estandssanierung die Validierung 
der entwickelten ELISA-Systeme sowie die Untersuchung zur Kinetik der 
Erregerausscheidung. In diesem Betrieb kam es sechs Monate vor Beginn der Untersuchung 
zu einem starken Anstieg von therapieresistenten Euterentzündungen, die sich anläßlich einer 
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amtlichen Untersuchung als Protothekenmastitiden erwiesen. Als Ursache wurde die 
Einstallung von etwa 100 Tieren aus mehreren anderen, seit einigen Jahren mit 
Protothekenmastitis belasteten Ställen des gleichen Betri bes vermutet. Auch in diesem 
Betrieb wurden die als positiv identifizierten Tiere inn erhalb des Stalles vom Rest der Herde 
räumlich getrennt. 
Im Betrieb C lagen zum Untersuchungszeitpunkt keinerlei positive kulturelle Nachweise von 
P. zopfii durch die Landesuntersuchungsanstalt für das Gesundheits- und Veterinärwesen 
(LUA) Dresden vor. Tiere dieses Betriebes sollten als negative Kontrollgruppe dienen. 
In allen drei Betrieben erfolgte routinemäßig eine Untersuchung aller auftretenden Mastitiden 




3.1.2 Klinische Untersuchung 
 
Anhand der erhobenen klinischen Befunde und der Zeitdauer der beobachteten 
Veränderungen wurden die untersuchten Milchkühe den folgenden klin schen Gruppen 
zugeteilt (ROESLER et al., 2001; SEFFNER, 1994): 
 
Akute Mastitis  
Kühe mit einem derben, ballonartig vergrößerten Euter oder Euterviertel. Die Milchmenge 
war in allen Fällen stark vermindert. Sekretveränderungen konnten in Form von 
quarkähnlich-schleimigen Flocken vorliegen. Die ersten klinische Symptome einer 
Mastitis waren nicht älter als zwei Wochen, und es la g bei diesen Tieren kein früherer 
positiver kultureller oder serologischer Prototothekenbefund vor. 
 
Chronische Mastitis  
Diese Milchkühe wiesen ein induriertes, verkleinertes Euterviertel auf, welches 
palpatorisch meist knotige Veränderungen erkennen ließ. Sekretveränderungen konnten in 
Form von quarkähnlich-schleimigen Flocken vorliegen. Tiere mit atretischen 
Eutervierteln wurden inkludiert, wenn ein Sekret ermelkbar war. Die ersten klinischen 
Mastitissymptome waren bei diesen Kühen älter als zwei Wochen, und es lag bei diesen 
Tieren bereits ein amtlicher positiver kultureller Prototothekenbefund durch die 




Kühe ohne die oben aufgeführten klinischen Symptome sowie ohne andere 
Veränderungen, welche als klinische Zeichen einer Mastitis gewertet werden müssen, wie 
Ödematisierung, Rötung, erhöhte Schmerzhaftigkeit, Sekretveränderungen jeglicher Art 
oder ein positiver Befund beim Zitzenrollgriff. Bei diese n Milchkühen lag kein früherer 




3.1.3 Probenentnahme und –bearbeitung 
 
Im Bestand A wurde im Herbst 1998 bei allen Tieren eine Bl utentnahme durch Punktion der 
Vena jugularis durchgeführt. Drei Tage später folgte im Rahmen der amtlichen 
Milchkontrolle die Gewinnung von jeweils 2 Milchproben die ser Tiere. Im Bestand C wurden 
ebenfalls Blut- (Vena coccygea media) und korrespondierende Milchproben gewonnen. Dabei 
wurden die Tiere aus einer randomisierten Gruppe zufällig ausgewählt. Alle laktierenden 
Kühe des Bestandes B wurden im September 1999 nach Entnahme von jeweils einer 
Milchprobe untersucht. Eine Wiederholung dieser Untersuchung erfolgte im März sowie im 
September 2000. 
Als Probengefäße dienten für die Milchprobenentnahme Glasröhrchen und für die 
Blutprobenentnahme Serum-Monovetten® (Fa. Sarstedt, Nümbrecht). Die erste Milchprobe 
der Tiere des Bestandes A wurde zum Landeskontrollverband Sachsen e.V. nach Chemnitz 
gesandt und dort mittels eines automatisierten Zellzählsystems (Typ „Fossomatic 15600 Cell 
Counter®”, Fa. A.S.N. Foss Elektric, Hillerod, Dänemark) auf die  Anzahl somatischer Zellen 
hin untersucht. Die anderen Proben wurden zur weiteren Untersuchung gekühlt ins Institut für 
Tierhygiene und Öffentliches Veterinärwesen der Universität Leipzig transportiert. 
Hier erfolgte die Serumgewinnung durch Zentrifugation der geron enen Blutproben  für 10 
Minuten bei 2500 x g. Im Anschluß daran wurde das Blutserum als Überstand abpipettiert. 
Zur Gewinnung des Milchserums wurde ein Aliquot von 10 ml der M ilchprobe mit 0,1 µU 
Labenzym (Rennin®, Fa. Fluka, Seelze) versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert.  Nach 
Zentrifugation bei 2500 x g wurden die Proben zum Entrahmen über Nacht im Kühlschrank 
aufbewahrt und das Milchserum anschließend abpipettiert. 
Die Aufbewahrung sämtlicher diagnostischer Seren erfolgte in 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefäßen (Fa. Eppendorf, Köln) bei –21°C. 
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3.1.4 Verwendete Stämme der Gattung Prototheca 
 
Zur Charakterisierung eventueller Unterschiede innerhalb der Spezies P. zopfii sowie zur 
Ermittlung des für den ELISA geeigneten Protothekenstammes und der geeigneten 
Antigenpräparation wurden fünfzehn Feldisolate sowie Stammhaltungs- und Referenzstämme 
untersucht (Tabelle 5). 
 
Tabelle 5. Übersicht der für die Untersuchung verwe ndeten Protothekenstämme. 
 
Bezeichnung Herkunft Spezies/Charakteristika 
SAG 263-4 
Stammsammlung für Algenkulturen der 
Universität Göttingen  




Stammsammlung für Algenkulturen der 
Universität Göttingen  






Institut für Tierhygiene und Öffentliches 
Veterinärwesen der Universität Leipzig 
- Isolat aus dem Bestand A  
P. zopfii 
Dieser Stamm wurde unter der 
Bezeichnung SAG 2021 in der 
Stammsammlung für Algenkul-
turen der Universität Göttingen 
hinterlegt. 
LIP 
Institut für Tierhygiene und Öffentliches 
Veterinärwesen der Universität Leipzig 
- Isolat aus dem Bestand B  
P. zopfii 
RZI-1 
Institut für Mikrobiologie und Hygiene der 
Medizinischen Fakultät der TU Dresden 
(Stamm-Nummer: 28 e) 
- Rinderstall 
 
P. zopfii  Variante I  
 
RZI-2 
Institut für Mikrobiologie und Hygiene der 
Medizinischen Fakultät der TU Dresden 
(Stamm-Nummer: 30 a) 
- Rinderstall 
 
P. zopfii  Variante I  
 
RZI-3 
Institut für Mikrobiologie und Hygiene der 
Medizinischen Fakultät der TU Dresden 
(Stamm-Nummer: 33 a) 
- Rinderstall 
 
P. zopfii  Variante I 
 
Tabelle 5, Fortsetzung auf Seite 25 
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Tabelle 5, Fortsetzung von Seite 24 
 
Bezeichnung Herkunft Spezies/Charakteristika 
RZII-1 
Institut für Mikrobiologie und Hygiene der 




P. zopfii  Variante II  
 
RZII-2 
Institut für Mikrobiologie und Hygiene der 




P. zopfii  Variante II  
 
RZII-3 
Institut für Mikrobiologie und Hygiene der 




P. zopfii  Variante II  
 
RZIII-1 
Institut für Mikrobiologie und Hygiene der 




P. zopfii  Variante III  
RZIII-2 
Institut für Mikrobiologie und Hygiene der 
Medizinischen Fakultät der TU Dresden 
(Stamm-Nummer: 106) 
- humanes Isolat, Onychomykose 
 
P. zopfii  Variante III  
RZIII-3 
Institut für Mikrobiologie und Hygiene der 




P. zopfii Variante III  
SAG 263-11 




Institut für Mikrobiologie und Hygiene der 
Medizinischen Fakultät der TU Dresden 
(Stamm-Nummer: 1) 









3.2.1 Allgemeiner Versuchsaufbau 
 
Ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der im Verlauf einer 
natürlichen Infektion mit P. zopfii induzierten lokalen und systemischen Immunantwort bei 
der Protothekenmastitis des Rindes. Ergänzend hierzu wurden biochemische, serologische 
und genetische Variationen von P. zopfii untersucht. Da etwaige taxonomische Unterschiede 
bereits in der Vergangenheit vermutet worden waren, war deren Charakterisierung für die 
Wahl eines geeigneten diagnostischen Antigens eine Grundvoraussetzung. 
Zu Beginn der vorliegenden Studie wurde mittels biochemischer, serologischer und 
molekulargenetischer Verfahren eine Differenzierung innerhalb der Spezies P. zopfii 
vorgenommen. Damit wurde dann die Auswahl eines geeigneten Beschichtungsantigens für 
die Entwicklung der ELISA-Systeme möglich. Durch Immunoblot-Analyse erfolgte die 
Prüfung auf eine geeignete Präparationsweise für dieses Antigen. Auf dieser Basis wurden 
nun sensitive und spezifische ELISAs entwickelt, welche anschließend auf ihre Eignung als 
Herdendiagnostikum hin überprüft wurden. 
Infizierte Tiere des Bestandes A sowie nicht infizier te Tiere des protothekenfreien Bestandes 
C wurden in die Entwicklung von verschiedenen ELISA-Systemen für den Nachweis lokaler 
und systemischer Antikörper einbezogen. Anhand der Daten von 99, klinisch und kulturell 
den verschiedenen Infektionsstadien der Protothekeninfektion zugeordneten Kühen des 
Bestandes A erfolgte nun mittels der entwickelten ELISA-Systeme und durch Ermittlung der 
Zahl somatischer Zellen in der Milch die Charakterisierung der systemischen humoralen 
sowie der lokalen humoralen und zellulären Immunantwort. 
Nachdem die drei verschiedenen ELISAs statistisch ausgewert t worden waren, erfolgte die 
Überprüfung der Praxistauglichkeit durch Untersuchung sämtlicher Kühe des 
Milchviehbestandes B. Hierzu wurde dreimal im Abstand von jeweils sechs Monaten jeweils 
eine Milchprobe pro Tier entnommen und anschließend kulturell und mittels der ELISAs zum 
Nachweis von IgA und IgG 1 im Milchserum untersucht. Ergänzend wurde im Anschluß an die 
erste Bestandsuntersuchung von je 25 infizierten und nicht infizierten Tieren des Bestandes B 
eine Kotprobe entnommen und kulturell auf Prototheken untersucht. Die Daten der über 
diesen Untersuchungszeitraum im Bestand B verbleibenden inf zierten Tiere wurden mit dem 
Ziel der Charakterisierung der im Verlauf einer Infektion auftretenden Erreger-Ausscheidung 
erfaßt und statistisch ausgewertet. 
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3.2.2 Anzucht und Isolierung des Erregers 
 
Zur kulturellen Untersuchung der Milchproben wurden 50 µl-Aliquots im Doppelansatz auf 
Sabouraud-Glukose-Agarmedium-Platten (Fa. Beckton-Dickinson, Sparks, USA) ausplattiert 
und bei 37 °C aerob inkubiert. Die Auswertung der Platten erf olgte nach 48 und 72 Stunden. 
Makroskopisch verdächtige Kolonien wurden auf einem Objektträger ausgestrichen, mit 
Lactophenolblau (Fa. Merck, Darmstadt) gefärbt und mikroskopisch begutachtet. Beim 
Auftreten typischer Merkmale der Protothekenmorphologie, wie Sporangiosporen im 
Sporangium, erfolgte eine Protothekenzahlbestimmung durch Anlegen einer dekadisch- 
logarithmischen Verdünnungsreihe mit anschließender Kultivierung im Doppelansatz. Bei 
sämtlichen Protothekenisolaten wurde anschließend eine Speziesbestimmung über die 
Bestimmung des C-Quellen-Assimilationsverhaltens durchgeführt. Dazu wurde OF-Medium 
(Fa. Beckton-Dickinson, Sparks, USA) mit Glukose, Galaktose, Trehalose oder Glycerol 
versetzt und 7 Tage bei 37 °C aerob inkubiert. Bei positiver  Glukose- und 
Glycerolverwertung und gleichzeitig negativer Trehalose-Assimilation erfolgte eine 





3.2.3 Biochemische Differenzierung von Prototheken 
 
Für die Wahl eines geeigneten ELISA-Coating-Antigens und zur Untersuchung des 
Vorkommens verschiedener Varianten von P. zopfii erfolgte die biochemische 
Differenzierung der in Tabelle 5 aufgeführten Stämme. Über auxanographische 
Untersuchungen des Assimilationsverhaltens mit zusätzlicher mikroskopischer Beurteilung 
der Zellmorphologie sowie durch Prüfung des Assimilationsverhaltens mittels des 
kommerziell erhältlichen Test-Kits BBL Crystal® (Fa. Beckton-Dickinson, Sparks, USA) 
wurden die Isolate charakterisiert: 
Zuerst wurde ein Milliliter einer, auf die Keimzahl von 1x106/ml eingestellten Suspension der 
betreffenden Stämme auf PIM-Agar-Platten (ohne weitere Kohlenstoff-Quelle) ausgespatelt. 
Dann wurden zur auxanographischen Untersuchung in jede Platte vier Vertiefungen gestanzt 
und in je eine der Vertiefungen jeweils 10 µl einer 5 %igen (w/vol) Glycerol-, Glukose- und 
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Galaktose-Lösung pipettiert. Als Kontrolle dienten in der vierten Vertiefung 10 µl Ringer-
Lösung. Die Platten wurden aerob für 72 h bei 37 °C inkubiert und nach 24, 48 und 72 h auf 
Wachstumszonen hin untersucht (BLASCHKE-HELLMESSEN et al., 1985a). 
Als zweite Methode wurde die Verwertung von 50 verschiedenen Kohlenstoff- und 
Stickstoff-Quellen mittels des kommerziell erhältlichen Mikroorganismen-
Identifikationssystems BBL-Crystal™ (Fa. Beckton-Dickinson, Sparks, USA) überprüft. Je 
Stamm wurde jeweils ein Testkit BBL-Crystal™ E/NF und ein  Testkit BBL-Crystal™ GP 
beimpft. Diese Testsysteme wurden zum einen für die Identifikation von Enterobakteriaceen 
und nichtfermentierenden gram-negativen Bakterien (BBL-Crystal® E/NF) und zum anderen 
zur phänotypischen Zuordnung gram-positiver Bakterien (BBL-Crystal® GP) entwickelt. Die 
Inkubation der Proben erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 37 °C. Die Beurteilung der 




3.2.4 Speziesidentifikation mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
 
3.2.4.1 Präparation der genomischen DNA 
 
Die fraglichen Algenstämme wurden auf Sabouraud-Glukose-Agar-Platten für 48 h bei 37 °C 
aerob inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit einem Glasstab abgehebert, in flüssigem 
Stickstoff eingefroren und mittels Mörser und Pistil zu Pul ver zerrieben. 30 mg des 
entstandenen Pulvers wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß gegeben und mit 
500 µl vorgewärmtem (65 °C) CTAB-Puffer (2 % CTAB [w/vol]; 20 mM EDTA; 1.4 M 
NaCl; 1 % PVP [w/vol]; 100 mM Tris, pH 8.0) versetzt. Dies e Mixtur wurde dann 5 Minuten 
bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe eines gleichgroßen Volumens eines 
Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (24:1, vol/vol) und gründlichem Mischen wurde der 
Ansatz zentrifugiert (5000×g, 5 min, 4 °C) und der Überstand anschließend in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Daraufhin wurde 1/5 Volumen einer 5 %igen CTAB-Lösung (5 % 
CTAB, 0.7 M NaCl) zugegeben und nach gründlichem Mischen abermals zentrifugiert. Durch 
Zugabe von 2 Volumen eisgekühltem Ethanol (96 %ig) zum Überstand, erfolgte die 
Präzipitation der darin enthaltenen genomischen DNA. Diese wurde nun durch Zentrifugation 
(15.000×g, 30 min, 4 °C) pelletiert. Die Pellets wurden im Vakuum getrocknet (Typ 
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„Univapo 100 H“, Fa. UniEquip, Martinsried) und für den weitere n Gebrauch in 20 µl 
pyrogenfreiem H2O resuspendiert. 
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3.2.4.2 Genetischer Vergleich mittels 18S rDNA-Analyse 
 
Die P. zopfii-Stämme SAG 263-4 und SAG 2021 wurden durch Sequenzanalyse der 18S 
rDNA miteinander verglichen. Dieser Test sollte gleichzeitig der eindeutigen 
Spezieszuordnung beider Stämme dienen, da dies bisher weder für den Stamm SAG 2021 
noch für den Stamm SAG 263-4 mittels genetischer Analyse durchgeführt worden war. 
Darüber hinaus wurde auch die 18S rDNA der Isolate RZI-3, RZI II-3, SAG 263-8 und LIP 
durch partielle Sequenzanalyse untereinander verglichen, um etwaige genetische Unterschiede 
zwischen den einzelnen Varianten erfassen zu können. 
Die genomische Gesamt-DNA der Stämme wurde wie unter Punkt 3.2.4.1 beschrieben 
präpariert. Für die Amplifikation der 18S rDNA wurde anhand der bekannten Sequenz der 
18S rDNA von P. wickerhamii (GenBank, Acc. Nr. X56099) das Primer-Paar „wicker-18f“ 
(5´-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3´) und „wicker-18r“ (5´-TAGTCCTTCTGC-
AGGTTCACC-3 )́ hergestellt (Fa. VBC-Genomics, Wien, Österreich). Die PCR-
Amplifikation wurde mit 1 U Taq-DNA-Polymerase, 1 µg genomischer DNA, 1 µmol jedes 
Primers und 200 µM von jedem Desoxynukleosidtriphosphat in einem „Geneamp-2400®“ 
Thermocycler (Fa. Perkin Elmer Corp., Norwalk, USA) durchgeführt. Die Zyklus-
Bedingungen wurden wie folgt gewählt: 80 sec Denaturierung bei 94 °C, 90 sec Extension bei 
72 °C. Die Annealing-Bedingungen für die Amplifikation wurden en tsprechend des 
Guanin/Cytosin-Gehaltes der eingesetzten Oligonukleotide gewählt und lagen bei 54 °C und 
50 Sekunden. Der Nachweis des Amplifikates erfolgte durch Elektrophorese in einem 1 
%igen (w/vol) Agarose-Gel und anschließender Färbung mit Ethidiumbromid. Die Reinigung 
des PCR-Produktes erfolgte mittels des PCR-Purification-Kit™ (Fa. Qiagen Inc., Chatsworth, 
CA, USA). Es folgte die Sequenzierung des PCR-Fragmentes unter Verwendung des internen 
Primers wicker-18S-fseq1 (5´-TGCCAGTAGTCATATGCTTGT-3´). Die Ermittlung der 
Nukleotid-Sequenz erfolgte nach der Dideoxy-Kettenabbruch-Methode von (ANGER et al. 
(1977) und wurde mit einem LI-COR DNA-Sequenzierer, Model 4000® im Auftrag 
durchgeführt (Fa. VBC-Genomics, Wien, Österreich). Die Sequenz wurde schließlich mit 
Hilfe der Computersoftware Wisconsin (Version 8.1, UNIX®) bestimmt. 
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3.2.5 Bestimmung von Wachstumskurven 
 
Als weiteres Kriterium für die Entscheidung über den als An tigen zu verwendenden 
Protothekenstamm wurde die Vermehrungsaktivität der zu vergleichenden Algenstämme 
herangezogen. Hierzu wurden von den Stämmen SAG 2021 und SAG 263-4 Vorkulturen in 
Sabouraud-Glukose-Bouillon beimpft und 24 h bei 37 °C aerob als Standkultur inkubiert. Je 
1 ml dieser Vorkultur wurde dann als Inokulum in 100 ml vorinkubier te Sabouraud-Glukose-
Bouillon verimpft. Die Bebrütung erfolgte ebenfalls bei 37 °C unter aeroben Bedingungen. Im 
Abstand von 3 h wurde über 3 d hinweg je 1 ml der Kultur entnom men und deren Extinktion 
bei einer Wellenlänge von 620 nm mit einem Spektrum-Photometer (Typ „Lambda Bio ®“, Fa. 
Perkin Elmer Corp., Norwalk, USA) gemessen. Die ermittelten Extinktionen wurden mit der 




3.2.6 Herstellung der Hyperimmunseren 
 
Da innerhalb der Spezies P. zopfii außer morphologischen und biochemischen Unterschieden 
auch serologische Unterschiede vermutet werden können (BLASCHKE-HELLMESSEN et 
al., 1987), sollten diese bei der Wahl des für einen spezies-spezifischen ELISA nutzbaren 
Antigens auf ihre Spezifität und Kreuzreaktionen hin untersucht werden. 
Dazu wurden pro Isolat jeweils zwei Kaninchen der Rasse „Weiße Neuseeländer“ (LM 2,5 
kg) mit den folgenden Protothekenstämmen immunisiert: SAG 2021, SAG 263-2, 
SAG 263-4, SAG 263-11, RZI-3 und RZIII-3. Diese Stämme wurden hier für in Sabouraud-
Glukose-Bouillon für 72 h bei 37 °C aerob kultiviert, nach Ze ntrifugation (2500 x g) 3 mal 
mit Ringer-Lösung gewaschen und anschließend nach Zählung ineiner Zellzählkammer nach 
Thoma auf die nach dem Immunisierungsschema erforderliche Gesamtkeimzahl eingestellt. 
Die erste Immunisierung der Kaninchen erfolgte durch intradermale Injektion von jeweils 
1x107 Algenzellen. Hierzu wurde mittels inkomplettem Freund’schen Adjuvans (Fa. Sigma, 
Deisenhofen) eine Wasser-in-Öl-Emulsion (500 µl Algensuspension/500 µl Freund’sches 
Adjuvans) hergestellt. Zum Boost wurde unter Verzicht auf Freund’sches Adjuvans die 
gleiche Antigenmenge als Suspension in Ringer-Lösung im Abstand von je 
2 Wochen weitere 3 mal intravenös appliziert. Mit dem Pr iming beginnend, erfolgte im 
Wochenabstand bei jedem Tier eine Blutprobenentnahme aus der Ohrrandvene mit 
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anschließender Präparation des Blutserums. Die Gewinnung der Hyperimmunseren erfolgte 
eine Woche nach der letzten Applikation unter Allgemeinanästhesie (1 mg/kg Xylazin mit 






Zur Abklärung spezies- und stammspezifischer Unterschiede im Protein- und Antigenmuster 
und zur Ermittlung einer geeigneten Antigenpräparation für den zu entwickelnden ELISA 
wurden Präparationen der verschiedenen Protothekenisolate (Tab. 5) elektrophoretisch 
aufgetrennt und anschließend im Immuno-Blot untersucht: 
Für die Gel-Elektrophorese wurde die Mini-Protean II®-Elektophoreseapparatur in 
Kombination mit dem Netzgerät Powerpack 200® (Fa. Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) 
verwendet. Zunächst wurden Trenngel und Sammelgel hergestell und in die mit Laufpuffer 
gefüllte Elektrophorese-Kammer eingebaut. Die chemische Zusammensetzung der 
verwendeten Gele sowie der anderen in unseren Untersuchungen verwendeten Komponenten, 
Lösungen und Substanzen ist im Anhang dieser Arbeit detailliert aufgelistet. 
Zur Antigenpräparation wurden je 50 mg der Kulturen nach 48 h aer ober Inkubation bei 37 
°C auf Sabouraud-Glukose-Agar-Platten mittels eines Glasstabes abgehebert und 
anschließend in 500 µl doppelt deionisiertem Wasser (dd H2O) resuspendiert. Es folgte ein 
fünfmaliger Wechsel von Einfrieren und Auftauen in flüssigem Stickstoff. Nach 
Zentrifugation bei 15000 x g für 5 min erfolgte eisgekühlt für 30 mi n eine Behandlung im 
Ultraschallbad (Typ „Sonorex RK 103 H“, Fa. Bendelin, Ber lin) bei einer Leistung von 320 
W und einer Frequenz von 35 KHz. Anschließend wurden die Antigensuspensionen über 
Nacht im Dialyseschlauch (ZelluTrans®, Molekulare Ausschlußgrenze 8.000 – 10.000 Dalton, 
Fa. Roth, Karlsruhe) in dd H 2O dialysiert. 
Zur Ermittlung einer geeigneten Antigenpräparation wurde zusätzlich nach erneuter 
Zentrifugation bei 5000 x g der Überstand abgenommen und ein enzymatischer Verdau des 
verbliebenen Algenpellets mit Proteinase K (Aktivität > 40 mAnson U/mg, 1 mg pro g 
Algenfeuchtmasse) bei 37 °C für 1 h Stunde durchgeführt. Der vo rher abgenommene 
Überstand wurde im Vakuumverdampfer (Typ „Univapo 100 H“, Fa. Un iEquip, Martinsried) 
zu Pulver getrocknet. Auf einen Proteinase K-Verdau wurde bei den Untersuchungen zur 
Bestimmung von Unterschieden im Protein- und Antigenmuster verzichtet. Sowohl der 
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getrocknete Überstand wie auch das verbliebene Pellet wurden anschließend in 100 µl des 
glycerolhaltigen Probenpuffers resuspendiert und 5 min im kochenden Wasserbad erhitzt. Ein 
Molekulargewichtsstandard (Fa. Biozym, Oldendorf) wurde jeweils gemeinsam mit den 
Proben erhitzt. Nach dem Kochen folgte eine Zentrifugation für 5 min bei 5000 x g. Vom 
Überstand wurden nun mit einer Pipette vorsichtig 15 µl je Probe in die Taschen des 
Sammelgels überführt (LAEMMLI, 1970). 
Nach dem Anlegen einer konstanten Spannung von 180 V betrug die Laufzeit der 
Elektrophorese ungefähr 1 h. Anschließend erfolgten der Ausbau des Gels aus der 




3.2.8 Färbung der Polyacrylamid-Gele 
 
Zur Darstellung der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurde eine Protein-Färbung mit 
Coomassie®-Brillantblau (Fa. Serva, Heidelberg) vorgenommen. Hierzu wurde das Gel nach 
der Elektrophorese in eine Schale mit Färbelösung überführt und in dieser für 30 min bei 
Zimmertemperatur gefärbt. Anschließend wurde das Gel in vier Arbeitsschritten für jeweils 
15 min in jeweils frischer Entfärbelösung inkubiert, um unge bundene Farbpigmente zu 
entfernen. Die Proteinbestandteile der aufgetragenen Probe waren nun als blaue Banden zu 







Nach Auftrennung der Antigenpräparationen der verschiedenen Prototheken-Isolate in der 
SDS-Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine 
Nitrozellulose- (ECL-Hybond®, Fa. Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, UK) oder 
PVDF-Membran (Westran®, Fa. Schleicher & Schuell, Dassel) mit einer Porengr öße von 0,45 
µm. Dies geschah bei 10 Volt über 30 min in einer Blottin gapparatur (Typ „TransBlot-
Semidry®“, Fa. Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) unter Anwendung des halbtrockenen 
Verfahrens, bei welchem nur die Filterpapiere mit Transferpuffer getränkt werden. 
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Die Blockierung der unspezifischen und der noch freien Antikörper-Bindungsstellen der 
Membran erfolgte mit einem synthetischen Blocking-Puffer (RotiBlock ®, Fa. Carl Roth, 
Karlsruhe). Die Membran wurde nachfolgend für 2 h bei 37 °C in einem Hybridisierungsofen 
(Fa. Amersham Pharmacia) inkubiert. Anschließend wurde die Membran für 30 min in PBS-T 
gewaschen, wobei der Puffer viermal gewechselt wurde. Es folgte die Inkubation der 
Membran für 1 h mit dem jeweiligen Kaninchen-Hyperimmunserum oder mit Rinder-
Konvaleszentenseren, in der für den jeweiligen Algenstam eigens ermittelten Verdünnung 
von 1:500 bis 1:2000 (SAMBROCK et al., 2000). Nach erneutem Waschen folgte eine 
Inkubation für 1 h bei 37 °C mit dem jeweiligen, Meerrettic hperoxidase-konjugierten, 
affinitätschromatographisch gereinigten, sekundären Antikörper: Ziege-Anti-Kaninchen-IgG, 
Ziege-Anti-Rind-IgA oder Ziege-Anti-Rind-IgG1 (Fa. Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, 
USA). Die Detektion der Antigen/Antikörper-(Ag/Ak)-Komplexe erfolgte nach erneutem 
viermaligem Waschen unter Verwendung zweier unterschiedlicher Methoden. Die 
Bestimmung der für den ELISA geeigneten Antigenpräparation erfolgte kolorimetrisch 
mittels des auf dem Chromogen Aminoethylkarbazol basierenden VIP®-Kits (Fa. Vektor 
Laboratories Inc., Burlingame, USA) und die vergleichende serologische Untersuchung der 
Varianten von P. zopfii wurde über ein Chemilumineszensverfahren unter Verwendung des 
ECL®-Detektionskits (Fa. Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, UK) durchgeführt. 
Die Detektion mittels des VIP-Kits erfolgte indem die Me mbran zuerst in 20 ml dd H 2O 
überführt wurde. Im Anschluß wurden 5 Tropfen der gebrauchsfertigen Chromogenlösung 
zugegeben. Durch die anschließende Zugabe von 3 Tropfen 5 %iger H 2O2-Lösung wurde die 
Farbreaktion initialisiert. Unter visueller Kontrolle erfolgte nun die Entwicklung des Immuno-
Blots bis deutliche spezifische Banden sichtbar waren. Zum Beenden der Reaktion wurde die 
Membran in 100 ml frisches dd H 2O überführt und geschwenkt. Dieser Schritt wurde einmal 
wiederholt. 
Die Detektion der Ag-Ak-Komplexe mittels des ECL ®-Detektionskits erfolgte in der 
Dunkelkammer. Hierzu wurden je 3 ml der Substrat-Lösung und der V erstärker-Lösung 
vermischt. Im Anschluß wurde die Membran mit diesem Gemisch überschichtet. Nach 1 min 
wurde die Detektionslösung zügig entfernt, und die Membran wurde unverzüglich in eine mit 
einem speziellen Film (Hyperfilm-ECL®, Fa. Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, UK) 
versehene Fotokassette überführt. Die Belichtungszeit wurde je nach durchgeführtem 
Immunoblot zwischen 10 sec und 5 min variiert. Abschließend erfolgte die Entwicklung des 




3.2.10  Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) 
 
Als serologisches Testsystem wurde ein indirekter ELISA, modifiziert nach HENSEL et al. 
(1994) entwickelt. Dazu wurden 24 h-Kulturen von Sabouraud-Glukose-Agar-Platten, die bei 
37 °C inkubiert worden waren, mit 4 ml Beschichtungspuffer vo n der Platte abgeschwemmt 
und die Suspension nach Bestimmung der Gesamtkeimzahl auf 1x107 Protothekenzellen/ml 
eingestellt. Davon wurden je 100 µl pro Well in 96-Well-Mikro titerplatten (Maxisorp®, Fa. 
Nunc Ltd., Roskilde, Dänemark) einpipettiert, und die mit Fol ie versiegelten Platten wurden 
anschließend auf dem Horizontal-Schüttler (Typ RCT®, Fa. Ika, Stauffen) mit 300 U/min für 
1 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Platten mit  einem Mikrotiterplatten-
Waschgerät (Typ „Ultrawash II®“, Fa. Dynatech Medical Products Ltd., Guernsey, UK) 
viermal mit je 300 µl Waschpuffer gewaschen, dann kräftig auf  Zellstoff ausgeklopft und bei 
Raumluft getrocknet. Zum Abblocken unspezifischer Bindungsstellen wurde in jedes Well 
100 µl Blockierungspuffer einpipettiert und die Platten dann erneut für 1 h bei 37 °C auf dem 
Rüttler inkubiert. Im Anschluß wurden die Platten abermals viermal gewaschen, ausgeklopft 
und getrocknet. Bis zu ihrer weiteren Verwendung wurden diese Platten dann bei –21 °C 
aufbewahrt. 
Die Durchführung des ELISA erfolgte entsprechend der Positiv-Referenz-Standardmethode 
nach BUTLER et al. (1978). Als positives Referenzserum diente ein Serum-Pool von 15 
Tieren mit chronischer Protothekenmastitis aus dem Bestand A, die durch kulturellen 
Erregernachweis identifiziert werden konnten. Als Negativkontrolle diente der Serum-Pool 
der klinisch und kulturell negativen Tiere des Bestandes D. D ie Ausgangsverdünnungen der 
jeweils eingesetzten Seren und Konjugate sind in Tabelle 9 aufgelistet. 
In Reihe A der Mikrotiterplatte wurden alle Reagenzien mi t Ausnahme der Kontroll- und 
Probeseren einpipettiert. Sie diente damit als Leerwert für die Messungen. In Reihe B wurde 
in Spalte 1 das positive Kontrollserum, in Spalte 2 das nega tive Kontrollserum und in die 
Spalten 3 bis 12 die zu testenden Seren mit der Menge von 100 µ l gegeben. Alle Seren 
wurden vor ihrem Einsatz auf die in Tabelle 9 aufgelistete n Verdünnungsstufen eingestellt. 
Anschließend wurde mit einer 12-Kanalpipette eine geometrische Verdünnungsreihe bis zur 
Reihe H pipettiert, so dass in dieser eine Verdünnung von 1: 6800 vorlag. Die darauf folgende 
Inkubation erfolgte auf dem Rüttler bei 37 °C für 30 min. Es f olgte ein viermaliger 
Waschschritt mit PBS. Im Anschluß wurden folgende, affinitätsgereinigte, polyvalente, 
monospezifische, peroxidasekonjugierte Hyperimmunseren als sekundäre Antikörper 
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eingesetzt: Ziege-Anti-Rind IgG (h-l), Ziege-Anti-Rind IgG1, Ziege-Anti-Rind IgA und 
Ziege-anti-Rind IgM (Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA). Die für die 
jeweilige Probenart und die entsprechenden Konjugate beste Gebrauchsverdünnung wurde 
über eine „Checkerboard“-Konjugatauswertung (engl. Checkerboard = Schachbrett) ermittelt 
und in PBS-Tween 20®, 0.05%ig (vol/vol), verdünnt zu je 100 µl in jedes Well einpipe ttiert. 
Es folgte die 30minütige Inkubation bei 37 °C auf dem Rüttler  sowie ein Waschschritt mit 
PBS-Tween 20®. Zum Entwickeln der Platten wurde in jedes Well die peroxi dhaltige und auf 
dem Farbstoff ABTS (Fa. Boehringer, Mannheim) basierende Substratlösung pipettiert und 
die Reaktion nach 15 min Inkubation im ELISA-Reader automatisch abgelesen. 
Die Messung erfolgte durch ein computergesteuertes Photometer (Typ „Multiscan MCC-
340®“, Fa. Flow Lab Inc., McLean, USA) bei einer Wellenlän ge von 490 nm und einer 
Referenzwellenlänge von 410 nm. 
Die erhobenen Daten wurden mit einem eigens zur ELISA-Auswertung entwickelten 
Computer-Programm (PAAR et al., 1989) berechnet und die Antikörperaktivitäten in ELISA-
Units (EU) angegeben. Zur Bestimmung einer Kalibriergeraden wurde eine lineare 
Regressionsanalyse der „geblankten“ (gegen den Leerwert korrigiert) und “log-log“-
transformierten OD-Werte des positiven Kontrollserums berechnet. Dem Positivserum wurde 
eine Antikörperaktivität von 100 EU zugeordnet. Im Vergleich hierzu wurden die Aktivitäten 
aller diagnostischen Seren nach folgender Formel berechnet: 
 
 
   Aktivität Standard x Verdünnung Probe 
       __________________________ ___________________________________________________ ______________________________________________ 
Aktivität Probe =  
log (OD Probe) – y- Achsenabschnitt Standard 
___________________________________________________ ______________________________________________ ______ 
     Steigung Standard 
   10           
 
 
Sofern sie im linearen Bereich der Titrationskurve des positiven Standards lagen, wurden die 
ELISA-Aktivitäten des diagnostischen Serums getrennt für jede einzelne Serumverdünnung 
berechnet. Das arithmetische Mittel dieser Werte ergab dann die Aktivität des Testserums in 





3.2.11  Statistische Auswertung 
 
Anhand sämtlicher serologischer Untersuchungsergebnisse der ELISAs erfolgte die 
Berechnung der Schwellenwerte (Cutoff-Wert) für ein positives Testergebnis zur Diagnostik 
der Infektion mit P. zopfii. Hierfür wurde aus den ELISA-Aktivitäten aller kulturell ne gativ 
getesteten Tiere aus den Beständen A und C der arithmetische Mittelwert und die 
Standardabweichung bestimmt. Der Cutoff-Wert für ein positves Ergebnis errechnet sich aus 
der Summe des arithmetischen Mittels und der dreifachen Standardabweichung dieser 
kulturell negativen Tiere. 
Um eine Aussage über die diagnostische Eignung der einzelnen ELISAs treffen zu können, 
wurden die einzelnen isotypspezifischen Tests mittels der Vierfeldertafel (Tabelle 6) 
charakterisiert. Die Auswertung erfolgte durch Berechnung der Sensitivität [a/(a+c)], 
Spezifität [d/(b+d)], des positiven [a/(a+b)] und negativen [d/(c+d)] prädiktiven Wertes sowie 
der Prävalenz [(a+c)/N], scheinbaren Prävalenz [(a+b)/N] und Inzidenz [(a+c)/N pro 




Tabelle 6. Prinzip der Vierfeldertafel zur Evaluierun g von Testsystemen am Beispiel 
des Prototheken-ELISA. 
 
  Referenztest (hier: Kultureller Befund)   







































Die Aktivität der isotypspezifischen Antikörper wurde in Ab hängigkeit vom jeweiligen 
Infektionsstatus der Tiere durch sogenannte „Notch-Boxen“ ( engl. notch = Keil), einer 
graphischen Darstellungsform aus der deskriptiven Datenanalyse visualisiert. Hierbei erfolgt 
die Abbildung des Median, des unteren und oberen Quartils (schräge Begrenzung der Figur), 
der 95% Konfidenzgrenze (horizontale Begrenzung des Keils) sowie der Extremwerte 
(MCGILL, 1978). 
Die Bestimmung signifikanter Unterschiede zwischen den Antikörperaktivitäten von nicht 
infizierten Kühen und von Kühen mit unterschiedlichen klin ischen Stadien der 
Protothekeninfektion erfolgte mittels des Student’s t-Test und des Tests nach Welch. Hierbei 
wurde eine Signifikanzgrenze von p ≤ 0,05 festgelegt. 
Zur Untersuchung der Abhängigkeit der lokalen und systemischen Antikörperantwort von der 
Anzahl der mit der Milch ausgeschiedenen Erreger sowie von der Zahl der in der Milch 
vorhandenen somatischen Zellen, erfolgte die Berechnung des Korrelationskoeffizienten 
zwischen diesen Größen unter Anwendung der Spearman-Korrelation mit einseitiger 







4.1 Vergleich verschiedener Isolate von P. zopfii  
 
4.1.1 Auxanographischer Vergleich der C-Quellen-Assimilation 
 
Da bereits von BLASCHKE-HELLMESSEN et al. (1985a) und BAU MGÄRTNER (1997) 
verschiedene Varianten bei P. zopfii postuliert worden sind, mußte bei der Auswahl des für 
die Diagnostik geeigneten ELISA-Antigens eine mögliche phänotypische Vielfalt 
berücksichtigt werden. Hierzu wurde als erstes ein Vergleich des Assimilationsmusters der 
verschiedenen Algenisolate (Tabelle 5 ) vorgenommen. Dies erfolgte durch Auxanographie 
und mittels des kommerziellen Identifikationssystems BBL-Crystal™. Zusätzlich zu den in 
Tabelle 5 aufgelisteten Stämmen wurden auch noch 8 Feldisolate aus klinischen 
Rindermastitiden aus den Landesuntersuchungsämtern Leipzig (LA 1 bis 3), Dresden 
(DA 1 bis 3) und Chemnitz (CA1 und CB1) in diese Untersuchungen  einbezogen. 
Wie aus Tabelle 7  ersichtlich, weisen alle getesteten Stämme eine starke Glukose-
Assimilation auf. Auffällig ist, dass alle der Variante III zugeschriebenen Isolate (RZIII-1 bis 
3) nicht in der Lage waren, Glycerol zu assimilieren. D iese Kohlenstoff-Quelle konnte von 
allen anderen Stämmen sehr gut verwertet werden. Die Beurteilung der Galaktoseverwertung 
nach 24, 48 und 72 Stunden zeigte ein weniger einheitliches Bil d. Die Stämme der Varianten 
I (RZI-1 bis 3) und III sowie der Referenzstamm SAG 263-8 wi esen schon nach 24 h ein 
deutliches Wachstum auf, während bei den Referenzstämmen SAG 263-4 und SAG 2021 
sowie bei allen Mastitisisolaten erst nach 72 Stunden ein geringes Kulturwachstum zu 
beobachten war. Der von BLASCHKE-HELLMESSEN et al. (1985a) beschriebene 
Wachstumszonenring bei Variante II (RZII-1 bis 3) ist b eim Stamm RZII-2 sowie bei SAG 
263-4 und bei 6 der 8 getesteten Mastitisisolate zu beobachten. Verglichen mit den Stämmen 
der Varianten I und III wird damit eine insgesamt schlech tere Galaktoseverwertung durch die 
Mastitisisolate deutlich. Die von BLASCHKE-HELLMESSEN et al. (1985a) beobachteten 
auxanographischen Unterschiede zwischen Isolaten aus Schweinehaltungen, aus 
Rinderhaltungen und solchen aus Rindermastitiden können somit auch für die in dieser Studie 
untersuchten Stämme bestätigt werden. Dabei verhalten sich die Referenzstämme SAG 263-4 
und SAG 2021 bis auf die unterschiedliche Ausbildung einer ringför migen Wachstumszone 
bei der Galaktoseassimilation gleich. 
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nach Stamm Herkunft Glukose nach 72 h  
Glycerol 
nach 72 h  
24 h 48 h  72 h 
Wachstumszone 
bei Galaktose in  
Ringform 
SAG 263-4 Mensch +++ +++ - (+) + + 
SAG 263-8 Umwelt +++ - + ++ ++ - 
SAG 2021 Mastitis +++ +++ - - + - 
RZ I-1 Rinderstall +++ +++ (+) ++ +++ - 
RZ I-2 Rinderstall +++ +++ + ++ +++ - 
RZ I-3 Rinderstall +++ +++ + ++ +++ - 
RZ II-1 Rindermastitis +++ +++ - - (+) - 
RZ II-2 Rindermastitis +++ +++ - (+) + + 
RZ II-3 Rindermastitis +++ +++ - (+) (+) - 
RZ III-1 Schweinestall +++ - (+) + ++ - 
RZ III-2 Schweinestall +++ - (+) ++ ++ - 
RZ III-3 Mensch +++ - (+) ++ +++ - 
LIP Rindermastitis +++ +++ - - (+) - 
LA 1 Rindermastitis +++ +++ - (+) + + 
LA 2 Rindermastitis +++ +++ - (+) + + 
LA 3 Rindermastitis +++ +++ - - + + 
DA 1 Rindermastitis +++ +++ - - + - 
DA 2 Rindermastitis +++ +++ - - + + 
DA 3 Rindermastitis +++ +++ - (+) (+) + 
CA 1 Rindermastitis +++ +++ - - (+) + 
CB 1 Rindermastitis +++ +++ - (+) (+) - 
 
Wachstumsintensitäten: - = kein Wachstum, (+) = zweifelhaft, + = schwach, ++ = mäßig, +++ = stark 
 
 
4.1.2 Vergleich der Isolate mittels des Identifikationssyste ms BBL-Crystal™ 
 
Die Überprüfung des Assimilationsverhaltens der verschieden n Stämme auf der Basis von 
50 unterschiedlichen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen hatte zum Ziel, mögliche Varianten 
(Biotypen) von P. zopfii zu finden. 
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Tabelle 8. Assimilationsverhalten unterschiedlicher  C- und N-Quellen bei 
verschiedenen Varianten von P. zopfii  sowie bei P. wickerhamii . 
 
Stamm Spezies/Variante  PRO TRE GLR GAL FGS INO TTC FTR FVA ARG LYS 
RZ I-1 Variante I pos. neg. pos. pos. pos. neg. pos. neg. neg. pos. neg. 
RZ I-2 Variante I pos. neg. pos. pos. neg. neg. pos. neg. neg. pos. neg. 
RZ I-3 Variante I pos. neg. pos. pos. neg. neg. pos. neg. pos. pos. neg. 
RZII-1 Variante II pos. neg. pos. neg. pos. neg. pos. pos. pos. pos. pos. 
RZII-2 Variante II pos. neg. pos. neg. pos. neg. pos. pos. pos. pos. pos. 
RZII-3 Variante II pos. neg. pos. neg. pos. neg. neg. neg. pos. pos. pos. 
RZIII-1 Variante III pos. neg. neg. pos. neg. pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
RZIII-2 Variante III pos. neg. neg. pos. neg. pos. neg. neg. neg. neg. neg. 
RZIII-3 Variante III pos. neg. neg. pos. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
SAG 263-4 Variante II  pos. neg. pos. neg. neg. neg. pos. neg. neg. pos. pos. 
SAG 263-8 Variante III pos. neg. neg. pos. neg. neg. pos. neg. neg. neg. neg. 
SAG 2021 Variante II  pos. neg. pos. neg. pos. neg. pos. pos. pos. pos. pos. 
LIP Variante II  pos. neg. pos. neg. pos. neg. pos. neg. pos. pos. pos. 
CA 1 Variante II  pos. neg. pos. pos. pos. neg. neg. neg. pos. pos. pos. 
DA 1 Variante II  pos. neg. pos. neg. neg. neg. pos. neg. pos. pos. pos. 
LA 1 Variante II  pos. neg. pos. pos. neg. neg. pos. neg. pos. pos. pos. 
SAG 263-11 P. wickerhamii pos. pos. pos. neg. pos. neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
RW-1 P. wickerhamii pos. pos. pos. pos. neg. neg. neg. neg. neg. pos. neg. 
 
pos. = Verwertung; neg. = keine Verwertung  
PRO = Propanol, TRE = Trehalose, GLR = Glycerol, GAL =  Galaktose, FTR = Tryptophan, 
FGS = Glukosid, FAR = Arginin, FVA = Valin, INO = Ino sitol, TTC = Tetrazolium,  
ARG  =Arginin, LYS = Lysin 
 
 
Aus Tabelle 8   wird ersichtlich, dass sich die Isolate der Variante III sehr deutlich von den 
Referenzstämmen, von den Stämmen aus Rinderhaltungen sowie den Rindermastitisisolaten 
unterscheiden (sämtliche Reaktionen im Detail siehe Anhang, Tabelle 32 und 33 ). Neben der 
fehlenden Glycerolverwertung fehlt ihnen auch die Fähigkeit, die Aminosäuren Arginin, 
Valin und Lysin für ihr Wachstum zu nutzen. Bei den klinisc hen Mastitisisolaten sowie beim 
humanen Darmisolat SAG 263-4 ist außer der verzögert einsetzenden oder ausbleibenden 
Galaktoseverwertung vor allem die Assimilation von Lysin das 
Hauptunterscheidungsmerkmal gegenüber den Isolaten der Variante I, welche aus dem 
Stallbereich von Rinderhaltungen isoliert werden konnten. Dieses Ergebnis bestätigt das 
Vorkommen von tierart- und mastitisassoziierten Biotypen bei P. zopfii. Weiterhin gibt es 
auch innerhalb der Gruppe der Mastitisisolate einige Unterschiede hinsichtlich der 
enzymatischen Verwertung der C- und N-Quellen. So fällt i nsbesondere die Verwertung von 
Glukosid und Tetrazolium sehr heterogen aus. Der Referenzstamm SAG 2021 zeigt 
verglichen mit Referenzstamm SAG 263-4 ebenfalls eine höhere Enzymaktivität, obwohl 
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beide in der Lage sind, Lysin zu nutzen und deshalb der Varia nte II zugeordnet wurden. 




4.1.3 Vergleich der Vermehrungsintensitäten 
 
Die Vermehrungsintensitäten der Referenzstämme SAG 263-4 und SAG 2021 wurden nach 
dem Erstellen von Wachstumskurven miteinander verglichen. Aus diesen Wachstumskurven 
(Abbildung 1 ) ist ersichtlich, dass beide Referenzstämme in Sabouraud-Glukose-Bouillon bei 
37 °C praktisch gleiche Vermehrungsraten aufweisen. Dabei zeigt sich, dass die Phase des 
exponentiellen Wachstums (log-Phase), wahrscheinlich aufgrund des langsamen Freisetzens 
der Tochterzellen aus dem Sporangium, zeitlich sehr langgezogen ist. 
 
Abbildung 1. Wachstumskurven der beiden Referenzstäm me SAG 263-4 und SAG 2021 




4.1.4 Serologischer Vergleich mittels Immuno-Blot 
 
Nachdem die biochemischen Untersuchungen weitere Anhaltspunkte für die Existenz 
verschiedener Varianten (Biotypen) von P. zopfii ergaben, wurde untersucht, ob auch eine 
serologische Differenzierung (Serotypen) innerhalb der Spezies P. zopfii möglich ist. Zu 


















SAG 263-4 SAG 2021
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Varianten sowie mit den Referenzstämmen SAG 263-4 und SAG 2021 als Antigen 
angefertigt. Als primäre Antikörper dienten die für die vari antenspezifischen Isolate RZI-3, 
RZIII-3 und SAG 2021 hergestellten Hyperimmunseren von Kaninchen. Die Präparation der 
Algenzellen für den Immunoblot wurde erstmals bei der Gattung Prototheca durchgeführt. 
Die Untersuchungen erwiesen sich aufgrund der pflanzlichen Zellwandstruktur (hohe Gehalte 
an Zellulose und Proteoglycanen) und den hohen Zellkonzentrationen an Speicherstoffen 
(insbesondere von Lipiden) als sehr schwierig. So konnte bei der SDS-Gelelektophorese der 
Zellwandpräparationen oftmals nur eine undeutliche Auftrennung zwischen den einzelnen 
Proteinen erreicht werden. 
Wie aus Abbildung 2  und Abbildung 3  hervorgeht, unterscheiden sich die drei 
auxanographisch und biochemisch determinierten Varianten von P. zopfii auch in ihrem 
Antigenmuster. Diese Unterschiede lassen sich mit allen drei eingesetzten varianten-
spezifischen Kaninchen-Hyperimmunseren bestätigen. Gemeinsame antigene Komponenten 
der Varianten I, II und III sind bei einem Molekulargewich t von etwa 33 und 105 Kilodalton 
(kDa) zu finden. Bei 51 kDa hingegen weisen die Stämme der Va riante II (RZII-1, RZII-3) 
ein zusätzliches spezifisches Antigen auf. Der Stamm RZII-1 zeichnet sich außerdem noch 
durch ein zweites spezifisches Protein bei 48 kDa aus. Bei den Stämmen der Variante III 
hingegen ist eine deutliche spezifische  Komponente bei 37 kDa zu finden. Die Stämme der 
Variante I weisen außer den genannten gemeinsamen Antigen n keine weiteren varianten-
spezifischen Antigene auf. Aus der Immuno-Blot-Analyse geht weiterhin hervor, dass die 
Referenzstämme SAG 263-4 und SAG 2021 nicht nur auxanographisch und biochemisch, 
sondern auch serologisch der Variante II zuzuordnen sind. In Abbildung 2 , B und C wird 
sichtbar, dass aber zwischen SAG 263-4 und SAG 2021 im Bereich von etwa 33 kDa 
geringfügige antigenetische Unterschiede bestehen. Die in Abbildung 3  getesteten 
Mastitisisolate aus verschiedenen Regionen Sachsens zeigen ebenfalls alle ein der Variante II 
(SAG 2021) entsprechendes Antigenmuster. Es sind jedoch auch isolatspezifische 
Unterschiede zwischen diesen Mastitisfeldstämmen feststellbar. Insbesondere die Isolate DA1 





Abbildung 2. Immuno-Blots verschiedener Varianten v on P. zopfii  nach unter 
denaturierenden Bedingungen durchgeführten SDS-PAGE s. Als primäre Antikörper 
dienten (A) die Kaninchen-Hyperimmunseren gegen RZI-3 (Variante I), (B) gegen SAG 263-
4 (Variante II) und (C) gegen RZIII-3 (Variante III ). Die Pfeile kennzeichnen die spezifischen 
Antigene von Variante II bei 51 kDa (#), von Variante III bei 37 kDa (*) sowie das 




































































































Abbildung 3. Immuno-Blot verschiedener Mastitisisol ate und von Stämmen der 
Varianten von P. zopfii.  Die Mastitisisolate LIP, DA1, CA1 und LA1 wurden mit j e einem 
Vertreter der Variante I (RZI-1), der Variante II ( SAG 2021) und der Variante III (RZIII-1) 




4.1.5 Genetischer Vergleich durch PCR-Sequenzanalyse 
 
Mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde die 18S rDNA, ein phylogenetisch sehr 
stark konservierter, 1800 Basenpaare großer Bereich im Genom eukaryotischer Organismen 
amplifiziert und anschließend teilweise sequenziert. Diese Sequenzanalyse diente einerseits 
dem genetischen Vergleich der Stämme miteinander, andererseits aber auch der eindeutigen 
Speziesidentifikation für die verschiedenen Isolate. 
Aus Abbildung 4  ist ersichtlich, dass die gewählte Primerkombination bei allen untersuchten 
Isolaten spezifisch an den Genomabschnitt der 18S rDNA binden konnte. Somit lag nach der 
PCR ein spezifisches Amplifikationsprodukt vor, welches dan anschließend zur 
Sequenzanalyse eingesetzt werden konnte. 
Der Vergleich mit der bereits publizierten Gensequenz von P. zopfii (GenBank Acc. Nr.: 
X63519) zeigt eine Homologie von fast 100 Prozent zu den Stämmen SAG 263-4, SAG 2021, 
SAG 263-8, LIP, RZ I-3 und RZ III-3. Diese sind demnach eindeut ig als Algen der Spezies 
P. zopfii identifiziert. Der Vergleich der partiellen Sequenzen (ca. 1000 Nukleotide) der 18S 
rDNA dieser Stämme untereinander ist im Anhang in Abbildung 14  dargestellt. Es wird 
deutlich, dass sich die Stämme der Variante II (SAG 263-4, S AG 2021 und LIP) auch 
genetisch gegenüber den anderen Varianten abgrenzen lassen. Mit diesen weisen sie eine 
Sequenzhomologie von 99,4 % auf. Insbesondere im Bereich des Nukleodides 630 ist eine 
komplexe Störung der Sequenzhomologie zu finden. Innerhalb der drei Stämme der 
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Variante II bestehen keine genetischen Unterschiede. Der Vertreter der Variante I 
(RZ I-3) weist im Vergleich zu den Stämmen der Variante III (SAG 263-8 und RZ III-3) 
Unterschiede bei zwei Nukleotiden auf und zeigt damit eine Sequenzhomologie von 99,8 % 
zur Variante III. Die beiden Vertreter der Variante II I wiesen untereinander keine genetischen 
Unterschiede auf. 
Durch diese Sequenzanalyse konnten offensichtliche biochemische und antigenetische 




Abbildung 4. PCR-Produkte verschiedener Varianten b ei P. zopfii . Die Amplifikation der 
18S rDNA erfolgte bei allen Variantenstämmen unter N utzung der Primer-Kombination 
„wicker-18S“. Die PCR-Produkte wurden in einem 1 %igen  Agarose-Gel aufgetrennt und 
anschließend durch Ethidiumbromid-Färbung visualisiert. M = Marker (100 bp-Leiter Plus ®, 
Fa. Peqlab, Erlangen). 
 
 
Obgleich zwischen den Referenzstämmen SAG 263-4 und SAG 2021 genetisch und 
kulturmorphologisch keinerlei Unterschiede zu erkennen waren, wurde letztendlich der 
Stamm SAG 2021 aufgrund seiner Herkunft aus einer Rindermastitis sowie aufgrund 
geringfügiger biochemischer und serologischer Unterschiede zu SAG 263-4 als Antigen für 
die zu entwickelnden ELISA-Systeme ausgewählt. Ein weiteres Kriterium für diese Wahl war 
die antigenetische Übereinstimmung von SAG 2021 mit sämtlichen anderen untersuchten 
Mastitisisolaten. 
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4.2 Entwicklung isotypspezifischer ELISAs 
 
4.2.1 Auswahl der geeigneten Antigenpräparation 
 
Die Prüfung der verschiedenen Antigenpräparationen (Abbildung 5 ) mittels Immuno-Blot 
macht deutlich, dass allein schon durch die Resuspension des Algenpellets in dd H 2O sowie 
durch die fünffache Gefrierbehandlung in flüssigem Stickstoff die immunogenen 
Hauptkomponenten mit einem Molekulargewicht von 33 kDa, 75 kDa und etwa 80 kDa 
freigesetzt werden. Diese sind dann im Überstand der Präparation nachweisbar. Dies lässt 
darauf schließen, dass es sich bei diesen Komponenten um oberflächengebundene lösliche 
Proteine handelt. Der Proteinase K-Verdau zeigt außerdem, dass keinerlei zusätzliche, 
elektrophoretisch auftrennbare Zellbestandteile, wie Lipopolysaccharide oder Proteoglycane 
durch das spezifische Hyperimmunserum erkannt werden. Die schwache Bande bei 32 kDa 
















Suspension in dd H O2
50 mg in 1,5 ml
Gefrierbehandlung
5 x in flüssigem N 2
Ultraschallbehandlung
Erhitzung, 100 °C, 5 min















Abbildung 5. Ablaufschema für die Aufarbeitung und korrespondierender Immuno-
Blot der verschiedenen Antigenpräparationen für P. zopfii . Quadrate = Proben wurden 
erhitzt, Kreis = keine Erhitzung der Proben. Die mit * gekennzeichneten Pfeile markieren die 
immunogenen Hauptkomponenten.  
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Aufgrund der Befunde im Immuno-Blot, welche zeigen, dass es sich bei den löslichen, schon 
bei der Gefrierbehandlung freigesetzten Proteinen um Oberflächenstrukturen handelt, wurde 
nachfolgend in allen ELISA-Systemen als Coatingantigen eine Suspension aus nativen 
Algenzellen verwendet. Dieses Vollzellantigen gewährleistet die Präsentation des gesamten 
Spektrums antigener Oberflächenstrukturen dieses Krankheitserregers in den von uns 
getesteten serologischen Nachweissystemen. 
 
 
4.2.2 Auswahl geeigneter Mikrotiterplatten für die ELISA-Sys teme 
 
Die adsorbierenden Polystyrol-Oberflächen von Mikrotiterplatten verschiedener Hersteller 
können in Bezug auf die Antigen-Bindungsfähigkeit erheblich voneinander differieren. Dabei 
unterscheidet man Kunststoffoberflächen mit hydrophoben Bindungsstellen von solchen mit 
vorwiegend hydrophiler Affinität. In die Untersuchung wurden nach einer Vorauswahl die 
beiden Mikrotiterplatten-Typen Maxisorp® und Polysorp® (Fa. Nunc, Rokskilde, Dänemark) 
einbezogen. 
Die Maxisorp®-Platte zeichnet sich durch ihre Hydrophilität aus und besitzt hohe Affinitäten 
gegenüber Proteinen, Glycoproteinen und Polyglycanen. Mit diesen Eigenschaften erwies sie 
sich als für die Entwicklung verschiedener Routine-ELISAs geeignet (siehe auch HENSEL et 
al., 1994; JARK, 1996). Die Polysorp ®-Platte hingegen besitzt eine Polystyrol-Oberfläche mit 
hoher Bindungskapazität für vorwiegend hydrophobe und lipophile Gruppen. 
Beide Platten-Typen wurden unter Einsatz des positiven Kontrollserums auf ihre Antigen-
Affinität und auf unspezifische Bindungen des Serums hin untersucht. Zur Darstellung der 
unspezifischen Reaktionen wurde dazu die Reihe H nicht mit dem Antigen beschichtet. Die 
Seren wurden von der Reihe B bis zur Reihe H im Verhält nis 1:2 logarithmisch ausverdünnt. 
Der Vergleich beider Plattentypen in Tabelle 24  zeigt, dass bei annähernd gleichen 
Extinktionen in Reihe A, den sogenannten Blankwerten, die Messdaten der ausschließlich mit 
dem 1 zu 12800 verdünnten positiven Kontrollserum beschichteten Reihe H bei der 
Maxisorp®-Platte um 600 % höher liegen als beim Plattentyp Polysor p®. Zudem waren die 
Extinktionswerte in den mit Antigen und Serum beschichteten Reihen bei der Maxisorp®-
Platte etwa doppelt so hoch wie die der Polysorp ®-Platte. Die Anzahl der unspezifischen 
Bindungen ist demnach auf der hydrophilen Oberfläche der Maxisorp®-Platten wesentlich 
größer als auf der hydrophoben Polysorp®-Oberfläche. Das Antigen wies insgesamt eine 
wesentlich größere Affinität zur Oberfläche der Maxisorp®-Platten auf. 
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Um dies noch einmal nachzuprüfen, wurden beide Plattentypen nach dem obigen Schema 
gecoatet, anschließend jedoch für 1 h mit 5%iger Gelatine (w/vol) in PBS überschichtet 
(Tabelle 25 ). Durch diesen zusätzlichen Schritt wurden noch freie Bindungsstellen auf der 
Polystyroloberfläche sowie unspezifische Bindungsstellen des Antigens blockiert. Durch das 
Blocken sanken die Extinktionswerte beider Plattentypen in Reihe H auf Werte unter dem 
Niveau der Blankreihe A. Somit konnte auf eine nachhalti ge Minderung unspezifischer 
Bindungen geschlossen werden. Auch in diesem Versuchsansatz lagen die Extinktionswerte 
der Maxisorp®-Platten um etwa 15 % höher als die der Polysorp ®-Platten. Aufgrund ihrer 
höheren Antigen-Bindungskapazität erwies sich deshalb die hydrophile Maxisorp®-Platte für 
alle P. zopfii-ELISA-Systeme als besser geeignet und wurde dann folgerichtig für die 
nächsten Entwicklungsschritte eingesetzt. 
 
 
4.2.3 Antigen -, Konjugat - und Serumauswertung 
 
Mittels einer Antigenauswertung wurde die für ein effektives Coaten der Mikrotiter-Platten 
zur Absättigung der Plattenoberfläche notwendige Vollzellantigenmenge ermittelt. Die von 
den Sabouraud-Glukose-Agarmedium-Platten abgeschwemmten Algenzellen wurden in 
Carbonatpuffer (pH 9,6) suspendiert und die Zellzahl dieser Suspension wurde mit 1x10 4 
Zellen/ml beginnend in einer dekadisch aufsteigenden Verdünnungsreihe eingestellt. In jedes 
Well der Mikrotiterplatten wurden je 100 µl der jeweiligen An tigenverdünnung einpipettiert. 
Die Platten wurden dann eine Stunde bei 37 °C aerob auf dem Schüttler inkubiert und 
anschließend gewaschen. Mit Spalte 1 beginnend wurde in Reihe B von Spalte zu Spalte 
abwechselnd das positive und negative Kontrollserum gegeben und abermals bei 37 °C aerob 
für 30 min  auf dem Schüttler inkubiert. Der eigentliche ELI SA wurde dann wie in Abschnitt 
3.2.10 beschrieben durchgeführt. 
Es zeigte sich, dass es ab einer Antigenmenge  von 1x106 Zellen/ml zu keinem weiteren 
Anstieg der Extinktionswerte des positiven Serums kam. Daraus konnte der Schluß gezogen 
werden, dass bei dieser Antigenmenge alle Bindungsstellen der Mikrotiterplatte abgesättigt 
sind. Noch höhere Antigenkonzentrationen wurden für ein zuverlässiges Ergebnis nicht 
benötigt. Um optimale Ergebnisse beim Coaten der Mikrotiterplatten zu gewährleisten, wurde 
deshalb eine Antigenverdünnung von 1x107 Algenzellen/ml als sichere Gebrauchsverdünnung 
für die zu entwickelnden Testsysteme festgelegt. 
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Nach Ermittlung der geeigneten Antigenverdünnung wurden nun anschließend durch eine 
Serum- und Konjugatauswertung die optimalen Verdünnungsstufen der verwendeten Blut- 
und Milchseren sowie der verwendeten Konjugate der verschiedenen Immunglobulin-
Isotypen bestimmt. Die Auswertung erfolgte analog der Antigenauswertung, indem 
verschiedene Verdünnungsstufen der Seren, Milchseren und der Konjugate mittels 
Kreuztitration im ELISA getestet wurden. Um eine möglich st zuverlässige Berechnung der 
ELISA-Aktivitäten über die angewandte Positiv-Referenzstandardmethode zu gewährleisten, 
wurden als optimale Verdünnungsstufen der Seren und Konjugate diej nigen ausgewählt, die 
einen annähernd linearen Abfall der Extinktionswerte mit einem Faktor von ca. 0,6 
aufwiesen. Gleichzeitig sollten die Extinktionen des Negativserums und der Kontrollreihe A 
möglichst niedrig gehalten werden. Anhand der Auswertungen für die einzelnen 
Antikörperisotypen (siehe Anhang, Tabelle 26 bis 28 ) ergeben sich für den Einsatz der 
Konjugate die folgenden, in Tabelle 9  aufgeführten, Gebrauchsverdünnungen. 
 
 
Tabelle 9. Gebrauchsverdünnungen der Blutserum- und  der Milchserum-Proben sowie 
der eingesetzten sekundären Antikörper für die versc hiedenen P. zopfii - 
ELISA-Testsysteme. 
 







1 : 100 
 
α IgG (H+L-Kette) 
 
1 : 6000 





 nicht auswertbar 
 









1 : 5000 
 1 : 50 
 
α IgG1 1 : 2500 




Als nicht auswertbar wurden aus praktischen Gründen solche Serumverdünnungen angesehen, 
die aufgrund ihrer niedrigen Verdünnungsstufe zu einem sehr hohen Verbrauch von positivem 
und negativem Kontrollserum führten. Kaum messbare Extinktionen lassen aber auch auf sehr 
niedrige Gehalte an spezifischem IgA und IgM im Serum schli eßen Somit hat ein auf diesen 
Isotypen beruhender Test wahrscheinlich nicht die Aussagekraft und Präzision, wie es 
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prinzipiell die Detektion von IgG im Serum und IgA und IgG 1 im Milchserum erwarten 
lassen. Darüber hinaus würde der sehr hohe Verbrauch an Standardseren einen späteren 





Um Aussagen über die Reproduzierbarkeit der unterschiedlichen Testverfahren treffen zu 
können, müssen bei der Validierung von ELISAs die Variatio nen der Extinktionen innerhalb 
einer Mikrotiterplatte sowie die Variationen der Testergebnisse zwischen voneinander 
unabhängigen Tests ermittelt werden. Zur Bestimmung der jeweiligen Intra-Assay-Variation 
wurden pro Antikörper-Isotyp zwei mit dem Antigen beschichtete Mikrotiterplatten 
verwendet. Mit Ausnahme von Reihe A, welche als Blankw ert diente, wurden in jedes Well 
der Platten 100 µl des 1:800 mit PBS verdünnten positiven Referenzserums pipettiert. Die 
Durchführung des ELISA erfolgte wie unter 3.2.10 beschrieben. Aus den im Anhang in den 
Tabelle 29 bis 31  dargestellten Ergebnissen ergaben sich für die einzelnen ELISA die 
folgenden, in Tabelle 10  aufgeführten, Variationskoeffizienten. 
 
Tabelle 10. Intra-Assay-Variationskoeffizienten sowi e Mikrotiterplatten-interne 
Mittelwerte und Standardabweichungen bei ELISA-Syst emen zur serologischen 



















Standardabweichung 0,068 0,060 0,088 
Variationskoeffizient   8,49 %   6,08 %   7,20 % 
 
 
Damit weist der ELISA zum Nachweis von spezifischen IgA-Antikör pern im Milchserum 





Zur Ermittlung der "Test-zu-Test"-Variationen (engl.=Inter-Assay-Variation) wurden die 
Blut- und Milchseren von 20 Tieren an fünf verschiedenen T agen in allen ELISA-Systemen 
untersucht. Bei den Tieren handelte es sich um drei akut an Protothekenmastitis erkrankte 
Kühe, 7 chronisch erkrankte sowie 7 nichtinfizierte Tier e aus Bestand A. Drei Tiere stammten 
aus dem negativen Kontrollbestand C. 
 
 
Tabelle 11. Inter-Assay-Variation des P. zopfii -ELISA zum Nachweis von spezifischem 
IgG im Blutserum laktierender Kühe 
 
  Untersuchung    
Tier-Nr. Kulturbefund  1. 2. 5. 4. 5. Mittelwert  Std.  v [%]  
1 positiv 104 107 99 82 106 99,6 9,22 9,26 
2 positiv 92 104 90 93 78 91,4 8,28 9,06 
3 positiv 237 251 260 295 281 264,8 20,79 7,85 
4 positiv 90 86 73 77 92 83,6  7,39 8,84 
5 positiv 68 74 51 50 54 59,4  9,75 16,41 
6 positiv 108 106 95 81 69 91,8 14,91 16,24 
7 positiv 135 131 118 119 97 120 13,27 11,06 
8 positiv 78 65 65 73 67 69,6  5,12 7,36 
9 positiv 74 57 78 65 75 69,8  7,73 11,08 
10 positiv 63 59 66 68 66 64,4  3,14 4,87 
11 negativ 5 3 2 5 8 4,6  2,06 44,76 
12 negativ 8 5 5 7 9 6,8  1,60 23,53 
13 negativ 4 4 2 5 5 4  1,10 27,39 
14 negativ 7 4 4 8 8 6,2  1,83 29,57 
15 negativ 5 2 1 5 5 3,6  1,74 48,43 
16 negativ 5 3 2 3 4 3,4  1,02 29,99 
17 negativ 6 3 3 5 7 4,8  1,60 33,33 
18 negativ 9 6 5 10 10 8  2,10 26,22 
19 negativ 3 2 2 6 6 3,8  1,83 48,24 
20 negativ 3 2 2 5 4 3,2  1,17 36,44 
       Variationskoeffizient  22,50 %  
v = Variationskoeffizient; Std. = Standardabweichung 
 
Anhand der Daten in den Tabelle 11, 12 und 13  ist zu erkennen, dass auch bei der Intra-
Assay-Variation der ELISA zum Nachweis von P. zopfii-spezifischem IgA im Milchserum 




Tabelle 12. Inter-Assay-Variation des P. zopfii -ELISA zum Nachweis von spezifischem 
IgA im Milchserum laktierender Kühe  
  Untersuchung    
Tier-Nr. Kulturbefund  1. 2. 5. 4. 5. Mittelwert  Std  V [%]  
1 positiv 68 76 76 78 84 76,4  5,12 6,70 
2 positiv 61 69 78 65 56 65,8  7,47 11,35 
3 positiv 195 203 232 182 164 195,2 22,64 11,60 
4 positiv 86 100 123 71 78 93 20,36 21,89 
5 positiv 153 151 198 138 119 151,8 26,09 17,19 
6 positiv 24 33 27 28 26 27,6  3,01 10,89 
7 positiv 115 137 141 146 113 130,4 13,71 10,51 
8 positiv 102 99 126 97 98 104,4 10,93 10,47 
9 positiv 94 96 106  88 94 95,6 5,85 6,12 
10 positiv 4 4 5 3 3 3,8  0,75 19,69 
11 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
12 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
13 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
14 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
15 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
16 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
17 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
18 negativ 1 1 1 1 1 1  0,00 0,00 
19 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
20 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
       Variationskoeffizient  6,32 %  
 
Tabelle 13. Inter-Assay-Variation des P. zopfii -ELISA zum Nachweis von spezifischem 
IgG1 im Milchserum laktierender Kühe 
  Untersuchung    
Tier-Nr. Kulturbefund  1. 2. 5. 4. 5. Mittelwert  Std  v [%]  
1 positiv 26 22 26 29 24 25,4  2,33 9,18 
2 positiv 14 12 15 26 21 17,6  5,16 29,33 
3 positiv 45 41 33 49 36 40,8  5,81 14,24 
4 positiv 56 55 56 59 41 53,4  6,34 11,88 
5 positiv 28 24 21 20 12 21  5,29 25,20 
6 positiv 12 9 17 21 15 14,8  4,12 27,83 
7 positiv 17 15 12 28 25 19,4  6,09 31,37 
8 positiv 12 12 12 18 10 12,8  2,71 21,19 
9 positiv 44 45 38 37 30 38,8  5,42 13,97 
10 positiv 4 5 4 5 5 4,6  0,49 10,65 
11 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
12 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
13 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
14 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
15 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
16 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
17 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
18 negativ 1 1 1 1 1 1  0,00 0,00 
19 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
20 negativ 0 0 0 0 0 0  0,00 0,00 
       Variationskoeffizient  9,74 %  
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Der ELISA zum Nachweis von spezifischem IgG1 im Milchserum weist mit 9,74 % eine 
etwas höhere Inter-Assay-Variation auf, obgleich auch mit diesem Variationskoeffizienten 
reproduzierbare Werte sichergestellt werden können. Mit 22,5 % Inter-Assay-Variation weist 
der ELISA zum Nachweis von spezifischem IgG im Blutserum hingegen eine beträchtliche 
Schwankung innerhalb des Tests auf. 
 
 
4.2.6 Kreuzreaktivität der ELISA-Testsysteme mit anderen Mas titiserregern 
 
Da Spezies aus der Gattung Prototheca als Pflanzen phylogenetisch sehr weit entfernt von 
allen anderen Mastitiserregern einzuordnen sind, wurde aufgrund von Ähnlichkeiten im 
Zellwandaufbau, in der Kulturmorphologie und in der Klinik ein Ve rtreter der Sproßpilze 
(Hefen) für diese Untersuchung ausgewählt. Die durch Cryptococcus neoformans verursachte 
Mastitis des Rindes zeigt pathogenetisch, pathohistologisch und klinisch die größte 


























Abbildung 6. Kreuzreaktivität von P. zopfii , Stamm SAG 2021 mit Cryptococcus 
neoformans , Stamm 1841. Die Mikrotiterplatte ist mit Vollzellantigen des P. zopfii -Stammes 
SAG 2021 beschichtet. Aufgetragen wurden die Präimmunse ren (-) und die 
Hyperimmunseren (+) zweier Kaninchen, die mit P. zopfii , Stamm SAG 2021 oder 
Cryptococcus neoformans , Stamm 1841 immunisiert worden waren.  
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Daher wurde mittels in Kaninchen hergestellten Hyperimmunseren gegen Cryptococcus 
neoformans (Stamm 1841, klinisches Isolat) die Kreuzreaktivität des ELISA mit anderen 
Mastitiserregern untersucht. Dieses Hyperimmunserum wurde uns in dankenswerter Weise 
vom Institut für Immunologie der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
zur Verfügung gestellt. 
Die Kaninchen-Hyperimmunseren wurden in unterschiedlichen Verdünnungsstufen auf einer 
mit dem ELISA-Antigen gecoateten Mikrotiterplatte getestet. Als Positivkontrolle diente das 
Kaninchen-Hyperimmunserum gegen SAG 2021 und als Negativkontrolle das 
Präimmunserum des mit C. neoformans immunisierten Kaninchens. 
Aus Abbildung 6  geht hervor, dass das für die P. zopfii-ELISA-Systeme verwendete Antigen 




4.3 Lokale und systemische Immunantwort 
 
4.3.1 Immunogenität des ELISA-Antigens bei Kaninchen 
 
Um die lokale und systemische Antikörperantwort bei der Protothekenmastitis des Rindes 
untersuchen zu können, wurde zunächst abgeklärt, inwiefern das eingesetzte Coating-Antigen 
in der Lage ist, eine Antikörperantwort zu induzieren, und i n welchem Maße ein Anstieg von 
spezifischen Antikörperkonzentrationen erfolgen könnte. Hierzu wurden die 
Hyperimmunseren eines mit SAG 2021 immunisierten Kaninchens zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach der ersten Immunisierung sowie nach den Bo sts mittels des ELISAs 
untersucht. Das Priming wie auch der zweimalige Boost erfolgten mit jeweils 1x10 7 
Algenzellen, wobei das Priming intradermal und die Boosts intravenös vorgenommen 
wurden. Der erste Boost erfolgte am 14. Tag und der zweite B oost am 28. Tag nach dem 
Priming. Am 38. Immunisierungstag erfolgte die Gewinnung des Endserums durch 
intrakardialen Blutentzug unter Allgemeinanästhesie. 
Wie aus Abbildung 7  hervorgeht, kam es nach dem erstmaligen Antigenkontakt (Priming) 
nur zu einem geringen Anstieg der Antikörperaktivität (etwa 18,0 % der gesamten 
Antikörperaktivität des Endserums), wohingegen es nach der ersten Wiederholung der 
Antigengabe zu einem stärkeren Anstieg (um 25,8 %) und nach dem zweiten Boost zu einem 
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Abbildung 7. Systemische Immunantwort eines mit dem  Coating-Antigen P. zopfii , 
Stamm SAG 2021 immunisierten Kaninchens.  Dargestellt sind die im ELISA ermittelten 






4.3.2 Lokale und systemische Antikörperantwort bei der Prototh ekenmastitis des 
Rindes 
 
Um eine Aussage über die Induktion der lokalen und systemischen Antikörperantwort bei der 
Protothekenmastitis des Rindes treffen zu können, wurde das Blut- und das Milchserum von 
85 Tieren des Bestandes A und von 14 Tieren des negativen Kontrollbestandes C mittels der 
verschiedenen entwickelten ELISA-Systeme untersucht. Da während der ersten 
orientierenden serologischen Untersuchungen zur Ermittlung der geeigneten 
Probenverdünnung generell nur äußerst geringe oder gar keine spezifischen 
Antikörperkonzentrationen an IgA und IgM im Serum nachweisbar waren, wurde in der Folge 
auf die weitere Überprüfung dieser Isotypen verzichtet. Schwerpunkt war darum die Analyse 






Abbildung 8. P. zopfii -spezifische Antikörper-Aktivitäten von IgG im Serum  (A, 
dunkelgrau), IgA im Milchserum (B, schraffiert) und  von IgG 1 im Milchserum (C, 
ungefüllt) bei laktierenden Kühen mit unterschiedli chen klinischen Stadien der 
Protothekenmastitis in EU.  Ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen akut 
infizierten und von chronisch infizierten, kulturell positi ven Tieren ist durch einen Stern ( ∗) 
gekennzeichnet. ♦, kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen chronisch infi zierten, 
kulturell positiven Tieren sowie Tieren mit einer chroni schen Mastitis, einem früheren 
positiven Protothekenbefund und einem negativen kulturel len Testergebnis zum Zeitpunkt 
der Untersuchung. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen chronisch infizierten, 
kulturell positiven Tieren und nicht infizierten, klinisch gesunden Kühen sind durch † 
gekennzeichnet. Die gepunkteten Linien kennzeichnen den Gr enzwert für ein positives 
Testergebnis (Cutoff-Wert) der drei ELISA-Systeme. 
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Die untersuchten Tiere der Bestände A und C liessen sich aufgrund der klinischen und 
kulturellen Untersuchungen den folgenden Infektionsstadien zuordnen: Gruppe A; 6 akut 
infizierte Kühe mit positivem kulturellem Befund und einer a kuten Klinik mit einer Dauer 
von weniger als 2 Wochen (AM, K+); Gruppe B, 21 Tiere mit positivem kulturellen Befund 
und den chronischen Zeichen einer Mastitis (CM, K+); G ruppe C, 19 Kühe mit den 
chronischen Zeichen einer Mastitis und einem früheren positiven Prototheken-Befund, die bei 
der vorliegenden Untersuchung jedoch kulturell negativ getestet wurden (CM, K-); und 
Gruppe D, 39 Tiere des Bestandes A und 14 Tiere aus Bestand C, di e keinerlei klinische 
Zeichen einer Mastitis zeigten, und die weder in der Verga ngenheit, noch in der vorliegenden 
Untersuchung kulturell positiv getestet worden sind (M-, K-). 
 
Die Untersuchung dieser Tiergruppen mittels der einzelnen ELISA-Testsysteme brachte die in 
Abbildung 8  dargestellten sowie in Tabelle 34  aufgelisteten Ergebnisse. Die 
Antikörperaktivitäten sind dabei als ELISA-Einheiten (EU) angegeben, die durch Vergleich 
mit dem positiven Standard-Serum (100 EU) ermittelt werden konnten. 
Der Vergleich zwischen akut und chronisch infizierten Ti eren zeigt, dass sowohl systemisch 
beim IgG wie auch lokal beim IgG 1 die spezifische Antikörperaktivität akut infizierter Tier e 
(AM, K+) mit 159,5 EU (IgG) und 56 EU (IgG 1) im Mittel doppelt so hoch war, wie die bei 
chronisch infizierten Rindern (CM, K+) mit 81 EU (IgG) und 27 EU (IgG 1). Diese 
Unterschiede waren bei einer Signifikanzgrenze von p < 0,05 signifikant. Die lokale IgA-
Antwort akut infizierter Tiere zeigt mit 78 EU eine eben falls fast doppelt so hohe Aktivität 
wie die chronisch infizierter, kulturell positiver Tiere  (34 EU). Die Antikörperaktivitäten 
dieser Milchkühe unterschieden sich wiederum signifikant (p < 0,05) von den Tieren mit 
älteren positiven Protothekenbefunden, die zum Untersuchungszeitpunkt kulturell negativ 
waren (CM, K-). Diese ehemals kulturell positiven Tiere  wiesen im Mittel beim IgG (21 EU) 
im Serum sowie beim IgA (2 EU) und IgG 1 (0,5 EU) im Milchserum ELISA-Aktivitäten auf, 
die nur leicht über denen der klinisch und kulturell unauffällige n Tiere des 
Protothekenbestandes sowie der Milchrinder des protothekenfreien Kontrollbestandes 
(M-, K-) lagen. Die spezifische Antikörperaktivität dieser nichtinfizierten Tiere lag im 
Milchserum für die Antikörperisotypen IgA und IgG 1 bei 0 EU, während sie systemisch im 
Blutserum eine mittlere Antikörperaktivität von 17 EU zeigt en. 
Anhand der im Serum und Milchserum enthaltenen spezifischen Antikörper gegen P. zopfii 
ist es somit möglich, P. zopfii-ausscheidende Kühe von nicht ausscheidenden Tieren zu 
unterscheiden. Über die Bestimmung von P. zopfii-spezifischem IgG im Serum ist darüber 
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hinaus die Unterscheidung akut infizierter Rinder von chronisch infizierten Milchkühen 
möglich. 
Mittels Immuno-Blot-Analyse wurde die Spezifität der humoralen Immunantwort, die sich im 
Laufe einer Infektion mit P. zopfii beim Rind entwickelt, charakterisiert ( Abbildung 9 ). Es 
zeigte sich, dass sowohl im Blutserum wie auch im Milchs erum nichtinfizierter Rinder 
P. zopfii-spezifische Antikörper nicht nachweisbar waren. Demgegenüber erkannten 
spezifische Antikörper im Blutserum und im Milchserum einer infizierten Kuh jeweils zwei 
Antigene mit einem Molekulargewicht von 30 und 32 kDa. Die unspe zifischen 
Hintergrundsignale waren beim Einsatz von Blutserum nur gering und beim Einsatz von 
Milchserum fast nicht sichtbar. Somit konnte das Ergebnis der ELISAs, dass nicht infizierte 
Tiere praktisch keine spezifischen Antikörper gegen P. zopfii in der Milch aufweisen, 




Abbildung 9. Immuno-Blot einer präparativen SDS-PAG E zum Nachweis spezifischer 
Antikörper des Immunglobulin-Isotyps IgG im Serum u nd von IgA im Milchserum.  Als 
Antigen diente das Vollzell-Antigen des Referenzstammes S AG 2021 von P. zopfii . Blut- und 
Milchserum stammten von einer kulturell positiven, typischerw eise chronisch an 
Protothekenmastitis erkrankten Kuh (+)  und von einer kult urell negativen, klinisch gesunden 
Kuh (–). Die Pfeile kennzeichnen die immunogenen Prote ine.  
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4.3.3 Lokale zelluläre Immunantwort bei der Protothekenmastiti s des Rindes 
 
 
Da es bei allen Mastitiden zur Immigration von Entzündungszellen in das Milchdrüsensekret 
kommt, wurde die Anzahl dieser Zellen, der sogenannten somatischen Zellen, entsprechend 





Abbildung 10. Gehalt der Milch an somatischen Zelle n bei Kühen mit 
unterschiedlichen klinischen Stadien der Prototheke nmastitis.  Ein signifikanter 
Unterschied (p < 0,05) zwischen akut infizierten und von chronisch infizier ten, kulturell 
positiven Tieren ist durch einen Stern ( ∗) gekennzeichnet. #, kennzeichnet signifikante 
Unterschiede zwischen chronisch infizierten, kulturell positive n Tieren sowie Tieren mit einer 
chronischen Mastitis, einem früheren positiven Protothekenb efund und einem negativen 
kulturellen Testergebnis zum Zeitpunkt der Untersuchung. 
 
 
Die in Abbildung 10  dargestellten Ergebnisse belegen, dass der Gehalt an Milchzellen in 
Abhängigkeit vom jeweiligen Infektionsstadium beträchtlich variiert. So unterscheiden sich 
die Milchzellgehalte akut infizierter Kühe mit durchschnit tlich 4,5x106 Zellen/ml signifikant 
(p < 0,05) von den Milchzellgehalten kulturell positiver Tiere  mit Zeichen einer chronischen 
Mastitis, welche im Mittel 4,1x10 5 Zellen/ml aufwiesen. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) 
sind ebenfalls zwischen den chronisch infizierten Kühen (CM, K+) und den Tieren mit einem 
älteren positiven Protothekenbefund und einer chronischen Mastitis (CM, K-) feststellbar. 
Diese Kühe wiesen im Mittel 5,1x10 4 Zellen/ml auf und unterschieden sich damit nicht 
signifikant von den kulturell negativen und klinisch gesunden Rindern (3,2x104 Zellen/ml). 
Eine Unterscheidung der einzelnen Infektionsstadien bei der Protothekenmastitis des Rindes 
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anhand der Zellzahl der Milch ist somit möglich. Ehemal s infizierte Tiere und damit auch 
eventuelle intermittierende Erregerausscheider können mittels dieser Methode jedoch nicht 
erkannt werden. 
Die Überprüfung einer Abhängigkeit oder einer Korrelation zwischen der Anzahl somatischer 
Zellen und der Zahl der mit der Milch ausgeschiedenen Krankheitserreger zeigte mit einem 
Korrelations-Koeffizienten von 0,672 bei einer Signifikanzgrenze von 99,9 Prozent eine 
deutliche Abhängigkeit der Zellzahl der Milch von der Zahl der mit der Milch 
ausgeschiedenen Erreger (Abbildung 11, Tabelle 14 ). Erwartungsgemäß war die Anzahl der 
mit der Milch ausgeschiedenen Erreger bei akut erkrankten Tieren mit 4,6x105 CFU/ml höher 
als bei chronisch erkrankten Tieren, die im Mittel 1,1x10 4 CFU/ ml Milch ausschieden. Bei 
diesen chronisch infizierten Kühen konnte jedoch eine starke Streuung der Werte im Bereich 
von 5,2x101 bis 3,2x10 6 CFU/ml Milch beobachtet werden, sodass die Unterschiede zwischen 
beiden Tiergruppen nicht signifikant waren (Abbildung 12 ). 
 
 
Tabelle 14. Korrelation der lokalen und der systemi schen spezifischen 
Antikörperantwort gegen P. zopfii  mit der Zahl der mit der Milch laktierender Kühe 
ausgeschiedenen Prototheken (CFU) und der Zahl der somatischen Zellen in der 
Milch. 
 
 Serum -IgG Milchserum – 
IgA 




CFU 0,423 p < 0,05 
0,470 
p < 0,01 
0,408 
p < 0,05 
0,672 




p < 0,01 
0,637 
p < 0,001 
0,618 
p < 0,001 
 
 
Die Korrelation der lokalen und systemischen Antikörperantwort mit der Zahl der in der 
Milch enthaltenen somatischen Zellen sowie mit der Anzahl der mit der Milch 
ausgeschiedenen Erreger ist in Tabelle 14  und in Abbildung 13  ersichtlich. 
Hierbei zeigte sich, dass zwischen der lokalen wie auch der systemischen humoralen 
Immunantwort und der Zahl der mit der Milch ausgeschiedenen Algen mit 
Korrelationskoeffizienten von 0,423 (Blutserum-IgG), 0,470 (Milchserum-IgA) und 0,408 
(Milchserum IgG1) nur geringe Korrelationen bestehen. Dem gegenüber ist mit einem 
Korrelations-Koeffizienten von 0,618 und 0,637 (p < 0,001) eine starke Abhängigkeit der 
lokalen IgG1- und IgA- Antikörperantwort von der Zahl der in der Milch auftretenden 
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somatischen Zellen ersichtlich. Die systemisch auftretenden spezifischen Antikörper gegen 
P. zopfii vom Isotyp IgG korrelieren bei einem Korrelations-Koe ffizienten von 0,355 dagegen 





Abbildung 11. Korrelation der Zahl der somatischen Zellen in der Milch und der Anzahl 
der mit der Milch ausgeschiedenen Prototheken (P. zopfii ) bei der Protothekenmastitis 
des Rindes. Die Bestimmung der Erregerzahl (CFU) erfolgte durch Ku ltivierung der 




Abbildung 12.  Anzahl (CFU) der mit der Milch ausgeschiedenen Proto theken bei 
unterschiedlichen klinischen Stadien der bovinen Pr otothekenmastitis (n = 100).  Die 
Untersuchung erfolgte durch Kultivierung der Milchproben  auf Sabouraud-Glukose-Agar-




Abbildung 13. Korrelationen zwischen der lokalen und  systemischen 
Antikörperantwort mit der Zahl der mit der Milch vo n laktierenden Kühen 
ausgeschiedenen Prototheken (linke Diagramme) sowie  der Anzahl der somatischen 
Zellen in der Milch (rechte Diagramme) bei der Prot othekenmastitis des Rindes.  Die 
Antikörperantworten des Isotyps IgG im Blutserum werden i n den Diagrammen A und D, IgA 
im Milchserum in B und E und IgG 1 im Milchserum in C und F dargestellt. Die Bestimmung 
der Algenzahl (CFU) erfolgte durch Kultivierung der Mi lchproben auf Sabouraud-Glukose-
Agarmedium-Platten. Die Regressionen der Funktionen sin d als Linien dargestellt. 
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4.4 Auswertung der ELISAs 
 
 
Um den möglichen Nutzen der einzelnen entwickelten ELISA-Systeme für die Routine-
Diagnostik der Protothekenmastitis einschätzen zu können, wurden mittels der in Tabelle 34  
aufgelisteten kulturellen Befunde und der spezifischen Antikörperaktivitäten die Sensitivität 
und Spezifität der entwickelten ELISA-Systeme ermittelt. Hierfür wurde der positive Cutoff-
Wert (Schwellenwert), also jener Wert, ab dem ein Ti er als mit dem Test positiv identifiziert 
gilt, berechnet. 
Zur Bestimmung dieses Schwellenwertes wurde das arithmetische Mittel und die 
Standardabweichung der ELISA-Aktivitäten der 54 eutergesunden und kulturell negativen 
Milchkühe der Bestände A und C ermittelt. Der Cutoff-Wert für ein positives Testergebnis 
berechnet sich aus dem arithmetischen Mittelwert plus der dreifachen Standardabweichung 
dieser Tiere. Hieraus ergaben sich für die einzelnen Antikörper-Isotypen die in Tabelle 15  
aufgeführten Werte. 
 
Tabelle 15. Mittelwerte und Standardabweichungen de r Antikörperaktivitäten bei 
kulturell negativen Kühe sowie die hieraus errechne ten Cutoff-Werte für die einzelnen 
Isotyp-spezifischen ELISA-Systeme zur Diagnostik der Protothekenmastitis des 
Rindes.  Der Cutoff-Wert für ein positives Testergebnis berechnet e sich aus dem 






IgA [in EU] 
Milchserum- 
IgG1 [in EU] 
 
Mittelwert der ELISA-
Aktivitäten der kulturell 
negativen Tiere 
 
19,056 0,074 0,03 
Standardabweichung 
 
6,273 0,325 0,189 
3facher Wert der 
Standardabweichung 
 
18,819 0,975 0,567 
Cutoff-Wert  37,9 1,0 0,6 
 
 
Für die drei neu entwickelten ELISA-Testsysteme zur Diagnostik der Protothekenmastitis des 
Rindes wurden daher die folgenden Cutoff-Werte, bei denen eine Probe als Prototheca-
positiv getestet gilt, festgelegt: 38 EU für den Nachweis vo n IgG im Blutserum, 1 EU für IgA 
im Milchserum und ebenfalls 1 EU für den Nachweis von IgG 1 im Milchserum. 
Mittels dieser Cutoff-Werte erfolgte nun die Bewertung der einzelnen ELISAs. Hierfür 
wurden mittels der Vierfeldertafel (siehe Tabelle 6 ) die Ergebnisse der serologischen 
65 
Untersuchung mit denen der kulturellen Untersuchung verglichen. Da es sich bei der 
Untersuchung nicht um eine Bestandsuntersuchung handelte und die indie Untersuchung 
einbezogenen Tiere gezielt nach ihrem Infektionsstatus ausgewählt werden konnten, 
unterblieb die Berechnung eines positiven und eines negativen prädiktiven Wertes (d.h. eines 
Vorhersagewertes für ein positives und negatives Testergebnis in einem speziellen Test). Die 
Berechnung der scheinbaren Sensitivität und Spezifität, der beiden für die Bewertung von 
Testsystemen maßgeblichen Parameter,  ist für die einzelnen getesteten Antikörper-Isotypen 
in Tabelle 16  dargestellt. Hierbei wurden die chronisch infizierten T iere, die zum 
Untersuchungszeitpunkt einen negativen kulturellen Befund aufwies n (CM, K-) nicht 
berücksichtigt, da der tatsächliche Infektionsstatus dieser Kühe zum Untersuchungszeitpunkt 
nicht bekannt war. In eine weitere Berechnung (Tabelle 17 ) wurden diese Kühe dann zum 
Vergleich mit einbezogen, da sich innerhalb dieser Tiergruppe auch persistent infizierte 
Milchrinder, welche Prototheken intermittierend ausscheiden, befinden konnten. 
 
Tabelle 16. Statistische Parameter der einzelnen ELI SA-Systeme zum Nachweis 
spezifischer Antikörper gegen P. zopfii  bei laktierenden Milchkühen ohne 










Positive Identifikation (n) 22 26 25 
Falsch-positive Identifikation (n) 0 3 2 
Negative Identifikation (n) 54 51 52 
Falsch-negative Identifikation (n) 5 1 2 
Sensitivität [in %] 81,5 96,3 92,6 
Spezifität [in %] 100,0 94,4 96,3 
 
 
Aus diesen Berechnungen geht hervor, dass besonders mittels der beiden ELISAs zum 
Nachweis von spezifischen Milchserum-Antikörpern sowohl die kulturell positiven Tiere als 
auch die kulturell negativen Tiere zu einem hohen Prozentsatz korrekt identifiziert werden 
konnten. Die Sensitivitäten der beiden Milchserum-ELISAs lagen bei 96,3 % für den 
Nachweis von spezifischem IgA und bei 92,6 % für den Nachwei s von P. zopfii-spezifischem 
IgG1. Bei diesen beiden ELISAs konnten Spezifitäten von 94,4 %  (IgA) und 96,3 % (IgG 1) 
errechnet werden. Dem gegenüber erwies sich die Sensitivität des ELISAs zum Nachweis von 
spezifischen IgG im Blutserum mit 81,5 % als erheblich nie driger, wobei die Spezifität jedoch 




Tabelle 17. Statistische Parameter der einzelnen ELI SA-Systeme zum Nachweis 
spezifischer Antikörper gegen P. zopfii  bei laktierenden Milchkühen unter 










Positive Identifikation (n) 22 26 25 
Falsch-positive Identifikation (n) 1 12 9 
Negative Identifikation (n) 71 60 63 
Falsch-negative Identifikation (n) 5 1 2 
Sensitivität [in %] 81,5 96,3 92,6 
Spezifität [in %] 98,6 83,3 87,5 
 
 
Anhand der Gruppe chronisch mit P. zopfii infizierter Kühe, welche einen früheren 
Protothekennachweis und einen gegenwärtig negativen Kulturbefund aufwiesen und welche 
die klinischen Zeichen einer chronischen Mastitis zeigten (CM, K-), wird deutlich, dass über 
den Nachweis von spezifischen Antikörpern im Milchserum ein großer Teil dieser Tiere 
korrekt identifiziert werden konnte. Dies gelang mit dem Na chweis von IgG im Serum 
praktisch nicht. Der Anteil identifizierter Kühe in dies er Gruppe lag bei 50 % für den 
serologischen Nachweis von P. zopfii-spezifischem IgA im Milchserum und bei 39 % für den 
Nachweis von spezifischem Milchserum-IgG1 (Anhang, Tabelle 34 ). 
 
 
4.5 Validierung der Prototheken-ELISAs 
 
Da die für die einzelnen ELISA-Systeme ermittelten Sensitivitäten und Spezifitäten die 
Verwendbarkeit dieser Tests für die Routine-Diagnostik der bovinen Protothekenmastitis 
erwarten ließen, sollte deren Praxistauglichkeit in einem weiteren, endemisch mit 
Protothekenmastitis behafteten Rinderbestand, dem Bestand B, untersucht werden. 
Hierzu erfolgte die dreimalige kulturelle und serologische Untersuchung von Milchproben 
aller laktierenden Tiere des Bestandes B im Abstand von jeweils sechs Monaten, wobei der 
ELISA zum Nachweis von spezifischem IgA im Milchserum z um Einsatz gelangte. Darüber 
hinaus wurden im Anschluß an die erste Bestandsuntersuchung sämtliche frisch abgekalbten 
Kühe am 5. Tag post partum kulturell und serologisch auf P. zopfii hin untersucht. Aus der 
Untersuchung dieser frisch laktierenden Tiere wurde ersichtlich, dass die infizierten 
Milchkühe dieser Gruppe über eine Untersuchung von spezifischem IgA im Milchserum nicht 
ausreichend gut identifiziert werden konnten (Tabelle 20 ). Bei diesen frischlaktierenden 
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Kühen wurden drei hochgradig P. zopfii ausscheidende Milchrinder mit dem Milchserum-
IgA-ELISA nicht als infiziert erkannt. Unter Berücksich tigung dieses Umstandes erfolgte in 
der zweiten und dritten Bestandsuntersuchung außer der Bestimmung von IgA zusätzlich 
auch der Nachweis von spezifischem IgG1. 
Die anhand der drei Bestandsuntersuchungen erhobenen Befunde sind in den Tabellen 18, 
19, 20, 21 und 22  dargestellt. In den Tabellen 19 und 20  sind die ELISA-Aktivitäten der 
Kühe zum Zeitpunkt der 1. Herdenuntersuchung exemplarisch aufgelistet. 
Die Auswertung der ermittelten kulturellen und serologischen Befunde zeigte, dass der in der 
1. Bestandsuntersuchung durchgeführte ELISA zum Nachweis von spezifischem IgA im 
Milchserum mit 98 % eine sehr hohe Sensitivität aufwies . Die Spezifität des Testes lag mit 
90,5 % dagegen beträchtlich unter dem anläßlich der Entwicklung des ELISAs ermittelten 
Wert ( Tabelle 22 ). Dies kann auf die hohe Anzahl kulturell negativer, aber  serologisch 
eindeutig positiver Tiere (n = 25) zurückgeführt werden. Dabei überschreitet ein 
beträchtlicher Teil dieser Kühe (n = 11) den Grenzwert f ür einen positiven Befund um mehr 
als das Dreifache (Tabellen 18 und 19 ). Der negative prädiktive Wert von 99,6 % belegt 
hingegen die hohe Zuverlässigkeit dieses Testes für den Fall eines negativen Befundes. 
Die Untersuchung der nach dem Abkalben neu in die Herde gekommenen Kühe zeigte, dass 
alle serologisch als negativ identifizierten, aber kulturell positiven Tiere den Erreger massiv 
mit der Milch ausschieden (Tabelle 20 ). Aufgrund dieser Befunde erfolgte in den folgenden 
Untersuchungen der Herde zusätzlich der Nachweis spezifischer Antikörper vom Isotyp IgG 1 
in der Milch. Mit einer Prävalenz von 31,9 % war der Ant eil infizierter Tiere bei diesen frisch 
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Anläßlich der 2. und der 3. Bestandsuntersuchung wurden für den IgA-ELISA im Milchserum 
mit 81,9 % und 86,3 % Sensitivitätswerte ermittelt, welche deutlich unter der Sensitivität 
dieses Tests in der ersten Bestandsuntersuchung lagen (98,0 %). Hingegen konnten bei diesen 
beiden Bestandsuntersuchungen mit 94,5 % und 94,2 % Spezifitätswerte errechnet werden, 
welche deutlich über der in der ersten Herdenuntersuchung ermittelten Spezifität von 90,5 % 
lagen (Tabelle 22 ).Wie in der ersten Bestanduntersuchung so zeigte sich auch bei diesen 
beiden Herdenuntersuchungen, dass ein großer Teil der serologisch falsch-positiven Tiere 
sowohl eine IgA- als auch eine IgG1-Aktivität im Milchse rum aufwies, welche teilweise 
300 % über dem Grenzwert von jeweils 1 EU lag. 
Über den serologischen Nachweis von IgG1 im Milchserum gelang es, wesentlich mehr 
kulturell positive Kühe zu identifizieren. Dadurch konnte die Sensitivität auf bis zu 94,1 % 
gesteigert werden. Die Kombination der serologischen Befunde, welche bei der Detektion von 
IgA und/oder beim Nachweis von IgG 1 in Milchserum positiv waren, weist mit 88,5 % bzw. 
94,1 % die höchste Sensitivität auf. Erwähnenswert ist außerdem, dass der negative prädiktive 
Wert bei allen Untersuchungen des Bestandes in einem Bereich von 96,1 bis 99,6 % lag, und 
somit die Zuverlässigkeit eines negativen serologischen Befundes als sehr hoch eingeschätzt 
werden konnte. 
Die auf der Basis unserer drei Bestandsuntersuchungen ermittelten epidemiologischen 
Parameter des Bestandes B für den Untersuchungszeitraum von 12 Monaten sind der Tabelle 
21 zu entnehmen. Zum Zeitpunkt der ersten Bestandsuntersuchung lag die Prävalenz für die 
Protothekenmastitis bei 15,6 %. Unter Berücksichtigung der serol gischen Befunde ergibt 
sich für den Zeitpunkt der ersten Herdenuntersuchung sogar ein Wert von 23,3 %. Da die 
identifizierten Tiere nur sehr langsam aus dem Bestand entfernt worden sind, aber gleichzeitig 
eine Inzidenz von 9,7 % (anhand der positiven kulturellen Be funde) bzw. 12,8 % (bei 
Berücksichtigung der positiven serologischen Befunde) vorlag, stieg die Prävalenz der 
Erkrankung zum Zeitpunkt der zweiten Herdenuntersuchung auf 20,5 % (kulturell positive 
Befunde) bzw. auf 25,5 % (bei Berücksichtigung der positiven serologischen Befunde). Die 
dritte Bestandsuntersuchung zeigte dann mit 4,4 % (kulturell positive Befunde) und 8,0 % 
(serologisch positive Befunde) eine deutliche Senkung der Neuinfektionsrate auf, was 
letztlich auch zu einer geringfügigen Abnahme der Prävalenz auf 18,6 % (bei 









Über die Erhebung kultureller und serologischer Befunde erfolgte die Langzeitbeobachtung 
derjenigen Tiere des Bestandes B, welche in der ersten oder zweiten Bestandsuntersuchung 
auf P. zopfii einen positiven serologischen und/oder kulturellen Befund aufwiesen und die 
dann trotz der Sanierungsmaßnahmen mindestens bis zur folgenden Bestandsuntersuchung im 
Bestand verblieben sind. Insgesamt wurden 66 Tiere, darunter 7 trockenstehende Tiere, in 
diese 12-monatige Untersuchung einbezogen (siehe Anhang, Tabelle 35 ). Die in Tabelle 23  
zusammengefassten Ergebnisse zeigen vergleichend die unterschiedlichen mikrobiologischen 
und serologischen Verlaufsformen der Infektion der bovinen Milchdrüse mit P. zopfii. 
Bei dieser in dieser Form erstmalig beim Rind durchgeführten kulturellen und serologischen 
Langzeituntersuchung zum Nachweis der P. zopfii-Infektion zeigte es sich, dass nur ein 
geringer Teil (18 %) der kulturell positiv befundenen Kühe in de r Lage war, die Infektion zu 
überwinden. Diese Tiere wiesen nach 6 und 12 Monaten keinen positiven kulturellen Befund 
mehr auf. Bei 45,4 % dieser Milchkühe waren allerdings noch spezifische Antikörper der 
Isotypen IgA und IgG 1 gegen P. zopfii im Milchserum nachweisbar. Dem gegenüber wurde 
deutlich, dass der überwiegende Teil (70,5 %) aller infiziert en Rinder persistent infiziert war. 
Zu den Zeitpunkten aller drei Bestandsuntersuchungen schieden sie die Algen teilweise 
hochgradig mit der Milch aus und sie wiesen dabei deutliche s pezifische 
Antikörperkonzentrationen auf. Schließlich gab es eine zahlenmäßig kleine Gruppe von 3 
Tieren (4,9 %), die nach einem positiven Kulturbefund in der  1. Bestandsuntersuchung bei der 
2. Bestandsuntersuchung keinen positiven kulturellen Befund mehr aufwiesen. Zum Zeitpunkt 
der 3. Bestandsuntersuchung schieden diese Kühe jedoch wieder viele Algen mit der Milch 
aus. Diese Probanden konnten auch serologisch stark positiv getestet werden. Vorausgesetzt 
es erfolgte keine Reinfektion, so handelte es sich bei diesen Kühen demnach um 
intermittierende Erreger-Ausscheider. Bei denjenigen Tiern, welche sich zum Zeitpunkt der 
2. Bestandsuntersuchung in der Trockenstehperiode befanden, deuten die Befunde der 
folgenden Bestandsuntersuchung ebenfalls auf ein mögliches Persistieren der Infektion hin. 
Drei von vier Rindern, welche vor der Trockenstehperiode kulturell positiv getestet werden 
konnten, wiesen auch in der erneuten Laktation wieder Algen und spezifische Antikörper in 
der Milch auf. Dabei war die absolute und relative Erreger zahl in der Milch gegenüber der 
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Beim vierten Tier waren nach dem Abkalben zwar keine A lgen, wohl aber spezifische 
Antikörper der Immunglobulin-Isotypen IgA und IgG 1 in der Milch nachweisbar. 
Bei einem weiteren Milchrind, welches anläßlich der ersten Untersuchung keine Erreger in 
der Milch aber einen verdächtigen milchserologischen Befund aufwies, zeigte sich, dass nach 
dem Abkalben eine massive Infektion mit sehr hohen Erregerzahlen und einer hohen 
Antikörperantwort vorlag. 
Bei der Auswertung der Ergebnisse der Langzeituntersuchung konnte auch nachgewiesen 
werden, dass 9 Tiere, welche zum Untersuchungszeitpunkt hochgradig Algen über die Milch 
ausschieden, zu diesem Zeitpunkt keine spezifischen Antikörper der Immunglobulin-Isotypen 
IgA und IgG 1 im Milchserum aufwiesen. In der Folge waren bei diesen Kühen aber stets 
spezifische Antikörper nachweisbar. Demgegenüber war bei 10 Kühen bereits einige Monate 
vor dem kulturellen Nachweis von P. zopfii in der Milch eine erhöhte Antikörperaktivität 
gegen P. zopfii feststellbar. Schließlich wiesen 6 Milchkühe bei mehreren Untersuchungen 
zum Teil sehr hohe Antikörperaktivitäten von bis zu 40 EU im Milchserum auf, während 
hingegen der kulturelle Erregernachweis bei diesen Tieren zu keinem Zeitpunkt gelang. 
Um Vergleiche zwischen der Darmbesiedlung mit P. zopfii zwischen infizierten und 
nichtinfizierten Milchrindern ziehen zu können wurde darüber hinaus im Anschluß an die 
erste Bestandsuntersuchung der Kot von je 25 in der Milch kult urell positiven und negativen 
Kühen mittels Plattenkultur auf Prototheken-Isolations-Medium nach PORE auf das 
Vorhandensein von P. zopfii hin untersucht. Bei dieser Untersuchung waren hinsichtlich der 
Darmbesiedlung mit P. zopfii keinerlei Unterschiede zwischen nichtinfizierten und infizierten 
Individuen feststellbar. Unabhängig vom Infektionsstatus konnte bei allen getesteten Kühen 






Die vorliegende Arbeit zeigt auf, dass für die Protothekenmastitis des Rindes eine spezielle, 
biochemisch, serologisch und genetisch abgrenzbare Variante II der Algenspezies P. zopfii 
verantwortlich zu sein scheint. Die Einordnung dieser Variante als Subspezies von P. zopfii 
erscheint derzeit aufgrund der gefundenen beträchtlichen Unterschiede bereits angebracht, sie 
muß aber noch anhand einer größeren Anzahl von Isolaten verifiziert werden. 
Die Infektion mit diesem Erreger führt zu einer spezifisc hen systemischen und lokalen 
humoralen und zellulären Immunantwort, über deren Bestimmung sich die verschiedenen 
Infektionsstadien gegeneinander abgrenzen lassen und über die eine Identifikation von 
infizierten Tieren möglich ist. Zwei auf dem Ganzzell- Antigen der Variante II von P. zopfii 
basierende indirekte ELISA-Systeme zum Nachweis spezifischer Antikörper der Isotypen IgA 
und IgG1 im Milchserum wiesen für eine Routinediagnostik ausreichend hohe Sensitivitäten 
und Spezifitäten auf. Der Einsatz dieser beiden ELISAs im Rahmen eines 
Sanierungsversuches in einer hochgradig mit P. zopfii infizierten Milchviehherde zeigte, dass 
beide serologischen Testsysteme für die Herdendiagnostik der P otothekenmastitis des Rindes 
geeignet sind. Die besten Ergebnisse sind durch eine Kombination beider serologischer 
Testsysteme zu erzielen. 
Die in der vorliegenden Arbeit entwickelten serologischen Testsysteme stellen die derzeit 
einzige Möglichkeit dar, intermittierende Erregerausscheider über eine einmalige 
Bestandsuntersuchung zu identifizieren. Darüber hinaus ist mittels dieser Diagnostika 
erstmals auch die Diskriminierung der verschiedenen klinischen Stadien möglich. 
Schlussendlich ist auch die beträchtliche Ersparnis an zeitlichem, finanziellem und 
personellem Aufwand hervorzuheben. Eine Verkürzung der Diagnostik von mindestens 48 h 
auf 6 h ist als ein Hauptvorteil der Serodiagnostik gegenüber dem bisher allgemein 
gebräuchlichen kulturellen Nachweis anzusehen. 
Die kulturelle und serologische Untersuchung von 66 infizierten Tieren über einen Zeitraum 
von 12 Monaten hinweg belegte die Vermutung zudem, dass es sich bei der 
Protothekenmastitis des Rindes um eine ihrem Langzeitverlauf nach chronisch–persistierende 
Infektion der Milchdrüse handelt. Die meisten infizierten Kühe zeigten weder eine restitutio 
ad integrum noch eine Beendigung der Infektion und damit der Erregerausscheidung. 
Zusammenfassend muß die persistierende Infektion mit fortschreitender Atresie des 
betroffenen Eutergewebes und permanenter (oder in vielen Fällen auch intermittierender) 
Erregerausscheidung als der typische Verlauf der Protothekenmastitis des Rindes angesehen 
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werden. Vor diesem Hintergrund und aufgrund des Fehlens einer effizienten Therapie erweist 
sich die frühzeitige und sichere Identifikation infizierter Tiere als Grundvoraussetzung für die 
Sanierung von endemisch mit P. zopfii infizierten Milchviehbeständen. Die in der 
vorliegenden Arbeit entwickelten ELISA-Testsysteme erwiesen sich als eine sichere, Zeit und 
Kosten sparende Alternative zum bisher gebräuchlichen kulturellen Erregernachweis. Neu ist 




5.1 Vergleich verschiedener Isolate von P. zopfii 
 
 
Mittels biochemischer, serologischer und genetischer Methoden wurden 18 Isolate von 
P. zopfii aus verschiedenen Habitaten vergleichend untersucht. Das Ziel war das Vorkommen 
von Bio-, Sero- und Genotypen bei P. zopfii zu untersuchen und ein als Coating-Antigen für 
diagnostische Zwecke geeignetes Isolat zu ermitteln. 
 
 
5.1.1 Auxanographischer Vergleich 
 
Unsere auxanographischen Untersuchungen konnten die von BLASCHKE-HELLMESSEN et 
al. (1985a) vorgenommene Zuordnung der vom Institut für Mikrobiologie und Hygiene der 
Technischen Universität Dresden bezogenen Prototheken-Isolate zu den drei Varianten von P. 
zopfii bestätigen. Besonders deutlich waren die Unterschiede der Glycerol-Assimilation von 
Variante III im Vergleich zu Variante I und II. Dabei w ar Variante III im Gegensatz zu den 
Varianten I und II nicht in der Lage, diese C-Quelle zu ve rwerten. Die stärkere und zeitlich 
eher einsetzende Verwertung von Galaktose durch Isolate der Variante I im Vergleich zu 
Variante II war ebenfalls zu bestätigen. Dieses Assimilationsmerkmal sollte jedoch kritisch 
bewertet werden, da die Gefahr subjektiver Fehler bei der Einschätzung der von der 
Inkubationszeit abhängigen Wachstumsintensitäten wesentlich größer ist als die Beurteilung 
einer positiven oder negativen Assimilation nach einer vorher definierten Inkubationszeit. Die 
bei Variante II beschriebene ringförmige Wachstumszone um die Galaktose-Quelle herum 
konnte hingegen nur bei 57 % der Isolate der Variante II be obachtet werden. Diese 
Wachstumszone wird nur von denjenigen Stämmen gebildet, welche eine bestimmte 
Galaktose-Konzentration bevorzugen, während bei höheren und niedrigeren Konzentrationen 
dieses Zuckers keine Vermehrung mehr stattfindet (BLASCHKE-HELLMESSEN et al., 
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1985a). Zusammen mit der zeitlich stark verzögerten Galaktoseverwertung deutet dies darauf 
hin, dass die Variante II von P. zopfii diesen Stoffwechselweg nur in Ausnahmesituationen 
wählt und die hierfür notwendige Enzymausstattung erst situationsgebunden exprimiert 
werden muß. 
Über die auxanographischen Befunde konnten sämtliche, aus verschiedenen Rinderbeständen 
Sachsens stammenden Mastitisisolate der Variante II zugeordnet werden. Dies stützt die 
Vermutung, dass die Protothekenmastitis des Rindes durch die Variante II von P. zopfii 
verursacht wird. Da auch der aus einer humanen Enteropathie isolierte Referenzstamm SAG 
263-4 das Assimilationsmuster von Variante II zeigt, kann vermutet werden, dass diese 
Variante auch für die seltenen humanmedizinischen Fälle einer P. zopfii-Infektion 
verantwortlich sein könnte. 
Der Vergleich der Referenzstämme SAG 2021 und SAG 263-4 zeigte nur geringfügige 
Unterschiede im Assimilationsverhalten. Stamm SAG 263-4 wies bei der Assimilation von 
Galaktose einen Wachstumszonenring auf, welcher bei SAG 2021 nicht zu beobachten war. 
Beide Referenzstämme konnten auxanographisch jedoch eindeutig der Variante II zugeordnet 
werden. Referenzstamm SAG 263-8 zeigte hingegen eine C-Quelln-Verwertung vom 
Variante III-Typ. Der Isolationsort dieses Stammes konnte leider retrospektiv nicht in 
Erfahrung gebracht werden. In Tierhaltungen wurde diese Variante jedoch bisher meist aus 
Schweinehaltungen isoliert. Die augenfällige Unfähigkeit der Stämme RZIII-1, RZIII-2 und 
RZIII-3, Glycerol zu assimilieren sowie deren tierartassoziiertes Vorkommen können somit 
als deutliche Indizien für das Vorkommen einer klar von den  anderen Isolaten abgrenzbaren 
Variante III der Spezies P. zopfii gewertet werden. 
Eine Differenzierung zwischen Stämmen der Varianten I und II hingegen ist mittels der 
angewandten auxanographischen Methode wesentlich schwierig . Die phänotypischen 
Kriterien, wie die Galaktoseassimilation sowie die Bildung einer ringförmigen 
Wachstumszone um die Galaktosequelle herum, sind als alleinige Differenzierungsmerkmale 
relativ unsicher. Die Untersuchung weiterer biochemischer Parameter, so die Verwertung 
zusätzlicher Kohlenstoff-, vor allem aber auch Stickstoff-Quellen, muß deshalb für die 
weitergehende Charakterisierung verschiedener Biotypen vonP. zopfii gefordert werden. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mittels der auxanographischen Untersuchung des 
Assimilationsveraltens der C-Quellen Glukose, Galaktose und Glycerol eine eindeutige 
Identifizierung von Isolaten der Variante III von P. zopfii möglich ist, während eine 





5.1.2 Biochemische Charakterisierung mittels des Identifik ationssystems 
BBL-Crystal ® 
 
Nachdem bereits die Auxanographie starke Indizien für das Vorkommen von 
unterschiedlichen Biotypen bei P. zopfii lieferte, wurde diese Hypothese durch die 
Bestimmung des Assimilationsverhaltens von P. zopfii bei 50 verschiedenen Kohlenstoff- und 
Stickstoffquellen untermauert. 
Auch diese biochemische Untersuchung bestätigte die von BLASCHKE-HELLMESSEN und 
Mitarbeitern (1985a) vorgenommene Einteilung von P. zopfii. Die Variante III zeigte 
wiederum ein deutlich von den anderen Isolaten unterscheidbares Assimilationsverhalten. Im 
Unterschied zur auxanographischen Untersuchung war über diesen sehr komplexen Test 
jedoch zusätzlich auch eine eindeutige Differenzierung zwischen Variante I und II möglich 
(Tabelle 8, Tabelle 32 und Tabelle 33 ). 
Die Varianten I und II unterschieden sich dabei hauptsächlich in ihrer Fähigkeit, verschiedene 
Aminosäuren zu verwerten. So zeigte Variante II generell eine bessere Nutzung von Valin, 
Arginin und Tryptophan, während diese Aminosäuren nicht von allen Stämmen der Variante I 
(RZI-1, RZI-2 und RZI-3) assimiliert werden konnten. Auch b ei der Verwertung von 
Glukosid zeigten die Stämme der Variante II, inklusive aller getesteten Mastitisstämme, eine 
wesentlich höhere Verwertungsrate. Als Hauptunterscheidungsmerkmal konnte aber die 
Nutzung der schwefelhaltigen Aminosäure Lysin festgestellt werden. Alle getesteten 
Mastitisstämme, die Variantenstämme RZII-1 bis 3 sowie der Referenzstamm SAG 263-4 
verwerteten Lysin, während die Variantenstämme RZI-1 bis 3 diese Aminosäure nicht nutzen 
konnten. In der besseren Aminosäureverwertung liegt eventuell ein Grund für die 
Pathogenität der Variante II. Mikroorganismen, welche die Fähigkeit besitzen, sich von einer 
Vielzahl organischer Stickstoffquellen, so auch von Aminosäuren, zu ernähren, sind besser in 
der Lage, sich in tierischen Geweben zu vermehren als Mikroorganismen ohne diese 
Fähigkeit. Dabei spielt die essentielle Aminosäure Lysin als einer der Grundbausteine von 
Strukturproteinen wie Kollagen und Fibrinogen eine limitierende Rolle. 
Interessanterweise konnten die Algen der Variante III keine der zur Verfügung stehenden 
Aminosäuren verwerten, wodurch sie sich zusätzlich zur obligat nicht vorhandenen Glycerol-
Assimilation von den Stämmen der Varianten I und II deutl ich unterscheiden ließen. Auch der 
bereits auxanographisch der Variante III zugeordnete Refernzstamm SAG 263-8 zeigte ein 
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mit der Variante III identisches Assimilationsmuster. Somit waren innerhalb der Gruppe aller 
getesteten Stämme der Variante III biochemische Unterschiede nicht feststellbar. 
Die den Varianten I und III zugeordneten Stämme zeigten ein einheitliches Bild innerhalb 
ihrer Variante. Innerhalb der Variante II waren jedoc h einige Unterschiede feststellbar. So 
kann das Vorkommen von noch mindestens zwei Untergruppen vermutet werden, was sich 
besonders anhand der heterogenen Nutzungsmuster von Tryptophan und Glukosid belegen 
läßt. Die als Coatingantigen geprüften Referenzstämme SAG 263-4 und SAG 2021 zeigten 
ebenfalls Unterschiede in der Verwertung von Tryptophan und Valin. Der Mastitisstamm 
SAG 2021 kann diese C- Quellen nutzen, während das Darmisolat SAG 263-4 diese Fähigkeit 
offenbar nicht besitzt. Somit fand sich ein biochemisches Kriterium, welches den Einsatz von 
SAG 2021 als Coatingantigen für die ELISAs nahe legte. 
 
Zusammenfassend läßt sich folgern, dass sich anhand der Assimilation verschiedener 
Kohlenstoff- und Stickstoff-Quellen drei Varianten der Spezies P. zopfii biochemisch sicher 
identifizieren lassen. Variante III weist hierbei die  deutlichsten Unterschiede zu den übrigen 
Vertretern der Spezies auf, während innerhalb der Variante II noch weitere 
Untergruppierungen vermutet werden können. Angesichts der deutlichen Unterschiede im 
Assimiationsverhalten sowie des tierart- bzw. krankheitsassoziierten Auftretens dieser 
Varianten erscheint es nunmehr auch auf der Basis unserer Untersuchungen gerechtfertigt, 
künftig von verschiedenen Biotypen, den Biotypen 1, 2 und 3, ode r von P. zopfii vario  1, 2 
oder 3 zu sprechen. 
 
 
5.1.3 Serologischer Vergleich verschiedener P. zopfii -Isolate 
 
Für die Entwicklung und Validierung serologischer Testsysteme für krankheitserregende 
Mikroorganismen ist die Kenntnis der Antigenstruktur sowie die Kenntnis der Immunantwort 
des infizierten Tieres auf den Erreger unverzichtbar. Dies gilt auch für den Versuch einer 
Immunprophylaxe. Diese Informationen lagen im Fall der Protothekenmastitis des Rindes 
bisher noch nicht vor. Zur Schaffung einer Datenbasis wurden daher erstmalig die antigenen 
Strukturen verschiedener Stämme von P. zopfii mittels einer Immuno-Blot-Analyse 
vergleichend untersucht. Hierbei erwiesen sich sowohl die Antigenaufarbeitung, die 
elektrophoretische Auftrennung des Proteingemisches als auch der anschließende Transfer der 
Algenproteine auf eine Nitrozellulose- oder PVDF-Membran als methodisch sehr aufwendig 
und unter präparativen Aspekten problematisch. Gründe hierfür sind wahrscheinlich die sehr 
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stabile zellulosehaltige Zellwand sowie das Vorkommen von anderen, die Elektrophorese 
behindernden Stoffen wie Proteoglycanen oder Lipoproteine. 
Die Auswertung der einzelnen Immuno-Blots bestätigte die schon anhand der Auxanographie 
und mittels des kommerziell erhältlichen Identifikationssystems BBL-Crystal® 
vorgenommene Unterteilung von P. zopfii in verschiedene Untergruppen. Hierbei ließen sich 
sowohl die Stämme der auxanographisch ermittelten Variante I wie auch die der Variante III 
klar von den Stämmen der Variante II abgrenzen. Neben verschiedenen variantenspezifischen 
Antigenen waren zusätzlich auch speziesspezifische Antigen  feststellbar. Die 
Verwandtschaft der Varianten miteinander wird anhand der bei 33 kDa sichtbaren 
gemeinsamen Antigene deutlich (Abbildung 2 ). In Abbildung 3  ist ein  weiteres derartiges 
gemeinsames Antigen bei 100 kDa dargestellt. Als Erklärung für die Detektion gemeinsamer 
Antigene mit verschiedenen Molekulargewichten bei unterschiedlichen Experimenten kann 
der Transfer der Proteine aus dem Elektrophorese-Gel auf die Nitrozellulose- oder PVDF-
Membran herangezogen werden. Große Proteine von 100 kDa benötigen hierfür wesentlich 
mehr Zeit als kleinere Proteine von 33 kDa. Der gleichze itige, effektive Transfer beider 
Proteingruppen ist daher schwierig, weil kleinere Proteine bei längerer Transferdauer durch 
die Membran hindurch wandern und dann letztlich ebenfalls nicht mehr nachweisbar sind. 
Andererseits wird die Gesamtmenge an größeren Proteinmolekülen bei einer kürzeren 
Transferzeit nur teilweise auf die Membran transferiert. Aus diesen testimmanenten 
Übertragungsbedingungen könnten demnach die beobachteten Unterschiede in der Antigen-
Detektion resultieren. Aus Gründen der Vergleichbarkeit erfolgte deshalb die Durchführung 
der in Abbildung 2  dargestellten Immuno-Blots unter identischen Bedingungen, also nach 
parallel durchgeführten SDS-PAGEs sowie zeitgleich abgewickelten Blotting-Prozeduren. 
Unterschiedliche variantenspezifische Antigene waren iallen drei dargestellten Immuno-
Blots der Abbildung 2  nachweisbar. So zeigte Variante III mit den drei verw endeten 
Hyperimmunseren ein spezifisches Antigen bei 37 kDa. Variante II von P. zopfii dagegen 
wies ein derartiges Antigen bei 51 kDa auf, während bei Var iante I außer den allen Varianten 
gemeinsamen antigenen Komponenten kein zusätzliches spezifisches Antigen zu finden war. 
Die beiden Referenzstämme SAG 263-4 und SAG 2021 zeigten ein fast identisches 
Antigenmuster, wobei dem Stamm SAG 263-4 jedoch bei 32 kDa einen Bande fehlte und die 
Signale von SAG 263-4 trotz gleicher Antigenmenge im Test generell schwächer erschienen 
als jene von SAG 2021. 
Da die variantenspezifischen Antigene von allen drei eingesetzten Kaninchen-
Hyperimmunseren (Anti-RZI-1, Anti-SAG 263-4 und Anti-RZIII-1)  erkannt werden, handelt 
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es sich bei all diesen Komponenten um kreuzreagierende Immunogene. Ursache hierfür 
könnten identische Epitope bei den verschiedenen variantenspezifischen Antigenen sein. Die 
biologische Funktion dieser Proteine kann dabei gleichwohl durchaus unterschiedlich sein. 
Der Vergleich der Mastitisisolate mit Vertretern aller drei Varianten zeigte, dass sämtliche 
getesteten Mastitisstämme ein der Variante II entsprechendes Antigenmuster aufwiesen 
(Abbildung 3 ). Eine spezifische Bande der Variante II war in diesem  Fall bei 105 kDa zu 
erkennen. Die Ursachen können, wie bereits erwähnt, unterschiedlichen Transferraten der 
Proteine zugeschrieben werden. Auffällig ist weiterhin, dass auch innerhalb der Variante II 
serologische Unterschiede auftraten (Abbildung 2,  Abbildung 3 ). So wies zum Beispiel der 
Variantenstamm RZII-1 bei 48 kDa ein sehr deutliches Anti gen auf. Unter den 
Mastitisstämmen zeigten die Stämme DA1 und LA1 bei 60 kDa ei n zusätzliches spezifisches 
Antigen. Somit lassen sich die bereits anlässlich der biochemischen Untersuchung vermuteten 
Unterschiede innerhalb der Variante II von P. zopfii auch serologisch beweisen. 
Ziel weiterer Untersuchungen sollte eine weitergehende serologische Untersuchung der 
Varianten von P. zopfii sein. Hierbei sollten zahlenmäßig mehr Isolate aus Mastitiden, aus 
Tierhaltungen sowie aus der Umwelt untersucht werden. Um tiefere Einblicke in die 
Epidemiologie der Protothekenmastitis des Rindes zu erhalten, sollte dabei die Frage nach 
dem Vorkommen von Untergruppierungen innerhalb der Variante II sowie deren 
mastitisassoziiertes und geographisches Vorkommen im Mittelpunkt stehen. 
Die vorliegende Arbeit untermauert somit das Vorkommen unterschiedlicher, serologisch 
voneinander klar abgrenzbarer Varianten von P. zopfii. Da diese serologischen Varianten mit 
den biochemisch determinierten Varianten übereinstimmen, sollte in Zukunft nicht die 
Bezeichnung „Serotyp“ sondern „Vario“ für diese Untergruppen innerhalb der Spezies 
P. zopfii gewählt werden. 
 
 
5.1.4 Genetischer Vergleich verschiedener Isolate von P. zopfii 
 
Die endgültige Zuordnung der als Coating-Antigen für die ELISA-T estsysteme zur Auswahl 
stehenden Referenz-, Mastitis- und Variantenstämme erfolgte nach der genetischen Analyse 
dieser Isolate. Hierfür wurde die Sequenz der 18S rDNA ermitt elt. Dieser Genomabschnitt 
kodiert für die Proteine der kleinen Untereinheit des Ribo soms. Sie hat bei allen 
eukaryotischen Organismen eine Länge von etwa 1800 Basenpaaren und ist sehr stark 
konserviert. Natürliche Mutationen dieses Genomabschnittes kommen daher nur äußerst 
selten vor. Durch Ermittlung dieser Gensequenzen ist daher ein Vergleich 
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verwandtschaftlicher Verhältnisse zwischen einzelnen Spezies oder Genotypen daher sehr gut 
möglich (DE HOOG et al., 1998; HEPPERLE et al., 1998). 
Über die Sequenzanalyse konnte bewiesen werden, dass trotz erheblicher biochemischer 
Unterschiede, wie der fehlenden Glycerolassimilation von Variante III, alle untersuchten 
Stämme eindeutig der Spezies P. zopfii zugeordnet werden konnten. Eventuelle Varianten 
sind daher zwangsläufig immer innerhalb dieser Spezies anzusiedeln. Aus unseren 
Untersuchungen geht aber ebenso eindeutig hervor, dass sich insbesondere die Stämme der 
Variante II genetisch klar von den Varianten I und II abgren zen lassen. Zwischen diesen 
beiden Varianten waren ebenfalls Unterschiede in der Nukleotidsequenz feststellbar, 
wenngleich diese auch wesentlich kleiner ausfielen. Mit einer Homologie von 99,4 % zu den 
anderen beiden Varianten muss man Variante II als eigenständigen Genotyp von P. zopfii 
ansehen. Um diese Aussage auch für Variante I und II treff en zu können, wäre die 
Untersuchung einer noch größeren Anzahl von Isolaten notwendig. Sollten sich die 
geringfügigen genetischen Unterschiede jedoch auch für diese Stämme bestätigen, so wäre die 
Einstufung als eigenständige Genotypen auch bei diesen Varianten nötig. In jedem Falle sollte 
in Zukunft bei einer größeren Anzahl von Isolaten die Sequenzanalyse der gesamten 18S 
rDNA erfolgen, da hier, falls vorhanden, gravierendere Unterschiede im zweiten Teilstück 
dieses Genomabschnittes gefunden werden könnten. 
In weiterführenden Studien sollte zudem die Nutzung der Sequenzunterschiede für die 
Diagnostik und die Speziesidentifikation untersucht werden. Die Identifikation mittels 
Sequenzanalyse ist die sicherste, aber zur Zeit mit Abstand auch kostenintensivste Methode 
der genetischen Spezieszuordnung. Auf der Grundlage von bekannte Sequenzunterschieden 
könnte eine Zuordnung wesentlich einfacher, schneller und kostengünstiger erfolgen. 
Praktische Möglichkeiten hierfür wären zum einen die Entwicklung einer spezifischen 
diagnostischen PCR, mit Primerkombinationen, welche auf diesen Sequenzunterschieden 
beruhen. Eine erfolgreiche Amplifikation würde dann für das Vorliegen von P. zopfii, 
Variante II, in der Probe sprechen. Eine weitere diagnostische Einsatzmöglichkeit wäre die 
Spezies- oder Genotypenidentifikation mittels des Restriktions-Fragment-Längen-
Polymorphismus (RFLP). Hierbei werden die unspezifischen PCR-Produkte durch 
Restriktionsendonukleasen in unterschiedlich große Teilstücke zerlegt. Diese Teilstücke 
werden dann nach einer Elektrophorese sichtbar gemacht. Würde eine 
Restriktionsendonuklease so gewählt, dass sie genau an einer für Variante II spezifischen 
Stelle des Genomes schneidet, so wird nur bei Isolaten der Variante II das entsprechende 
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DNA-Fragment sichtbar werden (DLAUCHY et al., 1999; MACHO UART-DUBACH et al., 
2001). 
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen zusammenfassend den Schluß zu, dass drei 
tierartspezifische Varianten (Biotypen) von P. zopfii existieren, welche biochemisch, 
serologisch und auch genetisch deutlich voneinander abgrenzbar sind. Aufgrund der 
ausgeprägten biochemischen, serologischen und eventuell auch genetischen Unterschiede 
sollte hierbei die Einordnung von Variante III als Subspezies v on P. zopfii erfolgen. Die 
bereits früher anhand von phänotypischen Studien mittels Gegenstromelektrophorese 
(BLASCHKE-HELLMESSEN et al., 1987), Auxanographie (BLASCHKE-HELLMESSEN 
et al., 1985a) und der Fourier-Infrarot-Spektroskopie (SCHMALRECK et al., 1998) 
vorgenommene Einteilung in verschiedene Varianten konnte somit im wesentlichen bestätigt 
werden. Die Abgrenzung der Variante III gelang dabei bereits damals sehr gut. Eine 
Unterscheidung zwischen Variante I und II beruhte jedoch auf unsicheren Parametern und 
war somit nicht praktikabel. Eine klare Unterscheidung dieser zwei Varianten ist nunmehr 
mittels der in dieser Arbeit entwickelten Serodiagnostik, den neu eingeführten biochemischen 
Parametern und den ermittelten Unterschieden in der Gensequenz ebenfalls möglich. Die 
gefundenen Charakteristika der einzelnen Varianten belegen das Vorkommen mehrerer 
Subspezies innerhalb von P. zopfii, wobei sich Variante II und III besonders gut abgrenzen 
lassen. 
Ein Hauptergebnis dieser Arbeit ist, dass in der Variante II von P. zopfii das ätiologische 
Agens für die Protothekenmastitis des Rindes gesehen werden kann. Für den Fall der 
Einordnung dieser Variante als Subspezies von P. zopfii wäre die Bezeichnung Prototheca 
zopfii subspecies mastitogenes daher ein geeigneter Nomenklaturvorschlag. Die Bedeutung 
dieser Variante für die seltenen humanmedizinischen Fälle einer Protothekeninfektion kann 
nur vermutet werden, da hierfür eine größere Anzahl humanpathogener Isolate untersucht 
werden müsste. Im Interesse der Klärung der Ätiologie der Protothekenmastitis sowie des 
Gesundheitlichen Verbraucherschutzes sollte der definitive Beweis für das Vorkommen der 
besagten Bio-, Sero- und Genotypen bzw. der Subspezies durch eine epidemiologische 
Untersuchung von Isolaten aus verschiedensten Habitaten und Ländern unterschiedlicher 
geographischer Lage erbracht werden. Schließlich sollte durch eine experimentelle Infektion 
von Rindern mit Vertretern der drei Varianten von P. zopfii die Bedeutung der Variante II bei 
der Protothekenmastitis des Rindes geklärt und die Erfüllung der Koch-Henleschen Postulate 
auch für diese Algenspezies geprüft werden. 
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5.2 Lokale und systemische Immunantwort bei der Protothekenm astitis des Rindes 
 
Die vorliegende Arbeit beschreibt die im Laufe einer na türlichen Protothekenmastitis 
induzierte Immunantwort, wobei insbesondere die lokale und systemische Antikörperantwort 
charakterisiert werden konnte. 
Unsere Untersuchungen zeigten, dass akut und chronisch infizierte Milchkühe sowohl im 
Milchserum, wie auch im Blutserum eine signifikant höhere Antikörperantwort aufwiesen als 
nichtinfizierte Tiere. Eine klare Diskriminierung zwischen infizierten und nichtinfizierten 
Milchkühen ist somit anhand der Antikörperantwort möglich. 
Es zeigte sich, dass akut infizierte Milchkühe sowohl loka l (IgG) wie auch systemisch (IgA 
und IgG1) im Mittel signifikant höhere spezifische Antikörperakti vitäten aufwiesen als 
chronisch an Protothekenmastitis erkrankte Tiere. Gleichwohl wurde aber deutlich, dass auch 
einige der chronisch infizierten Kühe eine sehr hohe I gA-Aktivität aufwiesen, und dass zudem 
die höchsten Werte (Extremwerte) für IgA ebenfalls in diesem Infektionsstadium gemessen 
werden konnten. Solche Befunde decken sich mit den auch bei vielen anderen chronischen 
Infektionskrankheiten gefundenen Verhältnissen. Im Verlauf einer Serokonversion kommt es 
zumeist bereits kurz nach dem initialen Anstieg des Immunglobulin M-Spiegels zu einem 
Anstieg von Immunglobulin G (und beim Rind auch von IgG 1). Der Antikörperspiegel von 
IgA im Blut und an Drüsenepithelien wie dem des Euters steigt  oft erst nach einiger Zeit an, 
kann dann aber über längere Zeit auf hohem Niveau verbleiben (PLAYFAIR, 1995). Aus 
diesem Grunde wären im akuten Stadium der Infektion mit P. zopfii eher höhere IgG1-
Aktivitäten in der Milch zu erwarten, während im Milchs erum chronisch infizierter Tiere 
Antikörper vom Immunglobulinisotyp A dominieren sollten. D iese Annahmen werden durch 
unsere Bestandsuntersuchungen im endemisch infizierten Bestand B bestätigt. Hier  konnte 
ein großer Teil der mittels des IgA-ELISAs nicht erkannt en, akut infizierten Tiere dann doch 
über den Nachweis von spezifischem IgG1 im Milchserum identifiziert werden. 
Über die Analyse der zeitabhängigen Induktion der drei untersuchten Antikörperisotypen war 
jeweils eine signifikante Diskriminierung zwischen nichtinfizierten und chronisch infizierten 
Tieren möglich. Somit war die Voraussetzung für die Nutzung di eser ELISA-Systeme in der 
Herdendiagnostik gegeben. 
Die Untersuchung von IgG im Blutserum zeigte, dass auch nichtinfizierte Tiere eine 
Antikörperaktivität von bis zu 38 EU aufweisen können. Dies er Befund (siehe auch 
Abbildung 9 , Spur 1 und 2) wird auch durch die in der Immunoblot-Analyse darges tellten 
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schwachen unspezifischen Signale unterstrichen und läßt sich durch den häufigen enteralen 
Erregerkontakt (im Bestand B bei 100 % der untersuchten Kühe) erklären. Letztlich kann 
auch eine Kreuzantigenität mit Futterbestandteilen nicht ausgeschlossen werden. Gleichzeitig 
wurde aber deutlich, dass sich infolge einer Infektion der bovinen Milchdrüse mit P. zopfii 
obligat eine spezifische lokale Antikörperantwort basierend auf den Immunglobulin-Isotypen 
A und G 1 ausbildet. Dies wird durch die für beide Isotypen ermittelt en sehr niedrigen Cutoff-
Werte von jeweils 1 EU unterstrichen. Zudem ließen die B efunde der Immuno-Blot-Analyse 
im Milchserum einer kulturell und klinisch Prototheca-negativen Milchkuh keinerlei 
unspezifische Signale erkennen. Wie letztlich auch die Auswertung und Validierung der 
ELISAs zeigte, ist somit insbesondere der Nachweis von IgA und IgG 1 im Milchserum für die 
Identifikation von P. zopfii-infizierten Tieren geeignet. 
Nicht so eindeutige Verhältnisse liegen bei ehemals infizierten Milchkühen mit klinischen 
Zeichen einer chronischen Mastitis, aber zum Untersuchungszeitpunkt negativen 
Kulturbefund vor. Während die systemische IgG-Antwort dieser Tiere der Antikörper-
Antwort nichtinfizierter Individuen entspricht, weisen 50 % (IgA) und 39 % (IgG 1) dieser 
chronisch infizierten, zum Untersuchungszeitpunkt aber kulturell negativen Kühe eine meist 
signifikant über dem Grenzwert liegende Antikörperaktivität im Milchserum auf. Eine 
Interpretation dieser Befunde wäre derzeit rein spekulativ, da der tatsächliche Infektionsstatus 
dieser Tiere nur anhand von Langzeitstudien (intermittierendes Ausscheidertum) oder von 
Post mortem-Untersuchungen (kulturelle Untersuchung von Milchdrüsen- und 
Euterlymphknotengewebe sowie pathohistologischer Nachweis mittels PAS-Färbung) 
feststellbar wäre. Bei solchen Tieren könnte es sich um intermittierende Erregerausscheider 
handeln, welche - wie in Bestand B gezeigt und von (SCHIC K und KUTZER, 1982) 
beschrieben - bei der bovinen Protothekenmastitis in gehäufter Anzahl vorkommen. Wie auch 
bei vielen anderen persistierenden, bakteriellen, viralen oder pilzbedingten Infektionen müsste 
insbesondere die spezifische IgA-Konzentration bei solchen Tieren über einen längeren 
Zeitraum auf erhöhtem Niveau verbleiben (GRONBERG et al., 1989; HEESEMANN und 
KARCH, 2001; LARSEN et al., 2001). Bei Tieren ohne erhöhte spezifische 
Antikörperaktivität könnte es sich in diesem Falle um Reko nvaleszenten handeln, welche 
immunologisch in der Lage waren, die Infektion zu beenden ( PLAYFAIR, 1995). Eine 
weitere Erklärungsmöglichkeit ist, dass auch Kühe mit einer erhöhten Antikörperaktivität die 
Infektion zwar bereits überwunden haben, spezifische Antikörper jedoch noch nachweisbar 
sind. 
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Letzterer Befund ist insbesondere diagnostisch bei der Identifizierung von persistent 
infizierten, intermittierend die Erreger ausscheidenden Milchkühen interessant. Zur Klärung 
dieses Sachverhaltes müssten weiterführende Studien mit experimentell infizierten Tieren 
sowie Langzeitstudien in endemisch infizierten Milchviehbeständen durchgeführt werden. 
Besonderes Augenmerk sollte dabei auch auf den Infektionsstaus und die Antikörperantwort 
trockenstehender und frisch abgekalbter Kühe gelegt werden. 
 
Anlässlich der Untersuchung der lokalen zellulären Immunantwort bei der 
Protothekenmastitis des Rindes fanden sich signifikante Unterschiede der lokalen zellulären 
Erregerabwehr zwischen den einzelnen Infektionsstadien. Gleichzeitig korrelierte auch die 
lokale zelluläre Immunantwort unterschiedlich stark mit der systemischen und lokalen 
Antikörperantwort. 
Der Vergleich der Gesamtzahl der in der Milch enthalten en somatischen Zellen von 
Milchkühen mit akutem und chronischem Infektionsstadium mit nichtinfizierten Tieren 
machte deutlich, dass sowohl zwischen akut infizierten und chronisch infizierten Tieren wie 
auch zwischen infizierten und nichtinfizierten Kühen erhebliche Unterschiede vorliegen. 
Anhand dieser Befunde war auch eine Unterscheidung zwischen infizierten Tieren und 
nichtinfizierten Tieren möglich. Dies eröffnet in Zukun ft die Möglichkeit, eine 
Zellzahlbestimmung der Milchen von Problembeständen durchzuführen, um bereits vor einer 
serologischen oder mikrobiologischen Untersuchung Hinweise auf das Vorliegen einer 
Protothekeninfektion bei bestimmten Tieren zu erlangen. 
Ehemals infizierte, zum Untersuchungszeitpunkt kulturell negative Kühe unterschieden sich 
hinsichtlich des Gehaltes an somatischen Zellen nicht von den eutergesunden, nichtinfizierten 
Milchkühen. Eine Erklärung hierfür ist im Fehlen des erregerbedingten Immigrationsstimulus 
für das Einwandern der Entzündungszellen in die Milch zu suchen. Auch die Persistenz von 
Algenzellen in den Makrophagen mit der zeitgleich auftretenden Abkapselung der Algen im 
Eutergewebe führt dazu, dass insbesondere die zelluläre Infektionsabwehr bei der 
Eliminierung der Erreger wirkungslos bleibt. Da zudem durch die ausbleibende Lyse der 
Erreger im Phagolysosom wahrscheinlich keine oder nur eine schwache Antigenpräsentation 
an der Makrophagenoberfläche erfolgt, führt dies zum Ausbleiben einer effektiven humoralen 
und zellulären Immunität (PLAYFAIR, 1995). 
 
Die Auswertung der Untersuchung des Gehaltes der Milch an somatischen Zellen machte 
deutlich, dass zwischen der lokalen Antikörperantwort und dem Zellgehalt der Milch eine 
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starke Korrelation besteht, während dieser Zusammenhang beim Verhältnis des Zellgehaltes 
der Milch zur systemischen Antikörperantwort wesentlich schwächer ausgeprägt ist. 
Die Fraktion der somatischen Zellen in der Milch setzt  sich neben abgestoßenen Epithelzellen 
des milchableitenden Gangsystems hauptsächlich aus Lymphozyten, neutrophilen 
Granulozyten und Makrophagen zusammen (RIOLLET et al., 2000; SCHMALTZ et al., 
1996). Bei einem großen Teil der Lymphozyten handelt es sich dabei um Plasmazellen, 
welche aktiv spezifische Antikörper in die Milch abgeben (NICKERSON, 1985; SORDILLO 
et al., 1990; WATSON, 1987). Ein Anstieg der Zahl somatischer  Zellen geht demnach direkt 
mit einem Anstieg der in der Milch enthaltenen Antikörpe r einher, wodurch die gute 
Korrelation dieser Parameter erklärbar wird. Dem gegenüber korreliert die systemische 
Antikörperantwort gegen die Algen nur gering mit der Zahl der in der Milch enthaltenen 
Entzündungszellen. Dieser Befund war zu erwarten, da die von den Plasmazellen in die Milch 
abgegebenen spezifischen Antikörper der Isotypen IgA und IgG1 im Blutserum nicht oder nur 
in sehr geringen Mengen zu finden sind. Des weiteren ist die absolute Zahl zirkulierender 
Entzündungszellen, wie Makrophagen und Lymphozyten, welche aus der Milch und dem 
Eutergewebe wieder ins Kreislaufsystem zurückwandern (das sogenannte „homing“), gering. 
Solche Zellen könnten dann allerdings durch Antigenpräsentaion oder als B- und T- 
Gedächtniszelle eine systemische Antikörperantwort induzieren (PLAYFAIR, 1995). Die 
doch geringe Korrelation zwischen der Zahl der in der Mil ch enthaltenen Erreger und der 
lokalen und systemischen Antikörperantwort läßt sich damit erklären, dass die Zahl der in der 
Milch zu findenden Erreger aufgrund der Persistenz- und Abkapselungsvorgänge im 




5.3 Entwicklung und Validierung der ELISA-Systeme 
 
 
5.3.1 Entwicklung von indirekten ELISA-Testsystemen 
 
Für die Charakterisierung der induzierten lokalen und systemischen Antikörperantwort bei der 
Protothekenmastitis des Rindes konnte ein serologisches Herden- und Einzeltierdiagnostikum 
entwickelt werden. 
Im Vorfeld war es natürlich unerläßlich, eine Entscheidung über den Typ des zu 
entwickelnden ELISAs zu treffen. Die Wahl fiel hierbei  auf ein indirektes ELISA-System. 
Dies basiert auf der Bindung der Algenantigene an eine solide Oberfläche mit nachfolgender 
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Detektion über Probandenseren. Der Vorteil gegenüber dem Sandwich-ELISA liegt in der 
Einfachheit des Systems und im Verzicht auf die spezifischen „Fang“-Antikörper, welche in 
der Regel erst infolge eines Tierversuches gewonnen werden können. Durch Einsatz dieser 
„Fang“-Antikörper weisen Sandwich-ELISAs gegenüber indirekten ELISA-Systemen jedoch 
eine höhere Spezifität auf (JOHNSTONE und THORPE, 1987; KEMENY, 1994). Die 
Validierung der entwickelten Diagnostiksysteme im chronisch infizierten Testbestand B ließ 
aber den Schluss zu, dass auch der indirekte ELISA zum Nachweis der Immunglobuline A 
und G1 im Milchserum mit Spezifitäten von rund 95 Prozent ausrei chend spezifisch sein kann. 
Der Vergleich verschiedener ELISA-Plattentypen, verschiedener Antigenpräparationen und 
unterschiedlicher Antigenkonzentrationen zeigte, dass der für den Untersuchungszweck am 
besten geeignete Test ein auf hydrophilen Mikrotiterplatten des Typs Maxisorp® (Fa. Nunc, 
Roskilde, Dänenmark) und einem Vollzellantigen von P. zopfii in der Antigenkonzentration 
von 1x10 7 Zellen/ml basierender indirekter isotypspezifischer ELISA ist. Darüber hinaus 
erwies sich die Blockierung unspezifischer Bindungen mittels Gelatine als vorteilhaft. Die 
Einhaltung dieser testimmanenten Parameter erwies sich auch schon in anderen, auf einem 
indirekten ELISA basierenden serologischen Testsystemen als zielführend (JARK, 1996; 
RAZA, 1998). Bei Mikroorganismen, welche der Phagozytose einen erheblichen Widerstand 
entgegenstellen und die, wie P. zopfii, im Gewebe und darüber hinaus auch intrazellulär 
persistieren können, findet entweder in der überwiegenden Zahl der Fälle die maßgebliche 
Präsentation der Antigene an der Erregeroberfläche statt, oder es handelt sich bei den 
Antigenen um Stoffwechselprodukte und sezernierte Toxine. Die Immuno-Blot-Analyse 
verschiedener Antigenpräparationen zeigte dann auch, dass alle wesentlichen immunogenen 
Komponenten bereits bei einer Suspendierung der Erreger in destilliertem Wasser oder nach 
Gefrierbehandlung freigesetzt werden. Dies läßt darauf schließen, dass es sich dabei zum 
großen Teil um lösliche, relativ lose an die Zelloberf läche gebundene Oberflächenantigene 
handelt. Über eventuell vorkommende sezernierte Toxine und Stoffwechselprodukte liegen 
im Falle von P. zopfii keinerlei Erkenntnisse vor. Vor diesem Hintergrund stellt die 
Verwendung des Vollzellantigenes von P. zopfii die Methode der Wahl zur Entwicklung eines 
sensitiven ELISAs dar. Durch die bei indirekten ELISA-Sy stemen übliche Blockierung der 
unspezifischen Bindungen mit Gelatine gelang auch die Etablierung eines genügend 
spezifischen Diagnostikums. Die als optimal ermittelte Antigenkonzentration von 1x107 
Algenzellen/ml ist als diejenige Konzentration anzusehen, bei der alle freien Bindungsstellen 
der Oberfläche der verwendeten Mikrotiterplatten abgesättig  sind und das Antigen im 
Überschuß vorliegt. 
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Wie der Vergleich der zwei P. zopfii-Referenzstämme SAG 263-4 und SAG 2021 in den 
ELISA-Systemen zeigte, ist das Mastitisisolat SAG 2021 offenbar in der Lage, spezifische 
Antikörper von an Protothekenmastitis erkrankten Rindern mit höherer Affinität und Avidität 
zu binden, als dies bei dem humanen Isolat SAG 263-4 der Fall ist. Die be reits bei der 
Speziesdifferenzierung aufgezeigten serologischen Unterschiede innerhalb der Variante II 
konnten somit auch im ELISA bestätigt werden. Aufgrund all dieser Befunde wurde 
schließlich der Stamm SAG 2021 als universelles ELISA-Antigen eingesetzt. 
Die Untersuchung zu serologischen Kreuzreaktionen von P. zopfii, Variante II, und 
Cryptococcus neoformans mit spezifischen Kaninchen-Hyperimmunseren zeigte, dass 
zwischen dem Antigen von P. zopfii SAG 2021 und dem Anti- Cryptococcus neoformans-
Hyperimmunserum keinerlei Kreuzreaktivität besteht. Prinzipiell erwies sich die Auswahl des 
für diese Untersuchung heranzuziehenden Mastitiserregers al schwierig, da die Gattung 
Prototheca als Vertreter der Grünalgen phylogenetisch sehr weit entfernt von allen anderen 
Mastitiserregern angesiedelt ist und daher generell eher noch eine Kreuzreaktivität mit Futter-
(Pflanzen)-Bestandteilen zu erwarten war. Aufgrund von Ähnlichkeiten im Zellwandaufbau, 
in der Klinik und in der Pathogenese wurde daher letztendlich C. neoformans als Vertreter der 
Sproßpilze (Hefen) für diese Spezifitätsprüfung ausgewählt. Weitergehende diesbezügliche 
Untersuchungen müssten anhand von spezifischen Hyperimmunseren gegen andere typische 
Mastitiserreger erfolgen, worauf in Anbetracht der hierfür notwendigen Tierversuche und dem 
geringen Erkenntnisfortschritt der dann zu generierenden Daten in der vorliegenden Arbeit 
jedoch verzichtet wurde. Gestärkt wurde diese Entscheidung durch die Befunde eines sehr 
niedrigen Schwellenwertes für ein positives Testergebnis sowie durch die sehr geringe Zahl 
falsch-positiver Reaktionen. Dies deutet darauf hin, dass generell auch mit anderen 
Mastitiserregern nur eine geringe oder gar keine Kreuzantigenität besteht. 
 
 
5.3.2 Bewertung der entwickelten ELISA-Testsysteme 
 
Für den Einsatz eines diagnostischen Testsystems ist es unerläßlich, zuerst die 
Reproduzierbarkeit und die Empfindlichkeit des Testes zu ermitteln, um dann Schwellenwerte 
festzulegen zu können, ab denen ein Tier als positiv getestet gilt. 
Die gute Reproduzierbarkeit unserer Testsysteme konnte durch Ermittlung der Intra-Assay- 
und der Inter-Assay-Variationen für alle drei Antikörper-Isotypen gezeigt werden. Beide 
Testsysteme, die der Bestimmung der lokalen Antikörper der Isotypen IgA und IgG 1 im 
Milchserum dienten, wiesen dabei eine wesentlich geringer Intra-Assay- und Inter-Assay-
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Variation auf, als dies beim ELISA zur Bestimmung von spe zifischem IgG im Serum der Fall 
war. Die Gründe hierfür sind außer in systematischen und individuellen Fehlerquellen auch in 
der Antikörperantwort selbst zu suchen. Wie aus Abbildung 8  und Abbildung 9  ersichtlich 
ist, sind auch im Blutserum nichtinfizierter Rinder Anti körper, welche mit den Antigenen von 
P. zopfii reagieren können, vorhanden. In den Milchseren ist dies hingegen offensichtlich 
nicht der Fall. Die Frage, ob es sich bei diesen Befunde n um durch den häufig auftretenden 
enteralen Erregerkontakt induzierte spezifische Antikörper handelt, oder aber um 
kreuzreagierende Antikörper, welche ursprünglich gegen andere Antigene (andere 
Krankheitserreger oder Futterbestandteile) gebildet worden sind, kann hier nicht abschließend 
beantwortet werden. 
Zur Ermittlung der Schwellenwerte für ein positives Testergebnis wurde ein für die 
Evaluierung von ELISA-Systemen gebräuchliches Verfahren gewählt (JARK, 1996). Durch 
Addition des dreifachen Wertes der Standardabweichung der Antikörperaktivitäten aller 
kulturell und klinisch negativen Tiere mit dem Mittelwert di eses Parameters wird 
gewährleistet, dass auf diesem Schwellwert basierende Testsysteme eine hohe Spezifität 
aufweisen. Die Auswertung der für die einzelnen Isotypen vorliegenden Ergebnisse erbrachte 
Cutoff-Werte von 38 EU für den ELISA zur Detektion von IgG im Blutserum sowie jeweils 
1,0 EU für den Nachweis von IgA und IgG 1 im Milchserum. Hier wird nochmals deutlich, 
dass beim Nachweis von IgG im Serum von klinisch gesunden und kulturell negativen Tieren 
eine erhöhte unspezifische Antikörperaktivität zu verzeichnen ist, die sich dann in dem hohen 
Cutoff-Wert von 38 EU manifestiert. 
Mittels der berechneten Schwellenwerte konnte dann die Bestimmung der Sensitivität und der 
Spezifität erfolgen. Hierbei zeigte es sich, dass der ELISA zum Nachweis von IgG im 
Blutserum aufgrund des hohen Cutoff-Wertes eine Spezifität von 100 Prozent aufweist, und 
dass dieser Test somit praktisch keine falsch-positiven Tiere identifiziert. Mit 94,4 % und 
96,3 % wiesen jedoch auch die beiden auf Milchserumantikörpern basierenden ELISA-
Systeme eine für Praxiszwecke ausreichend hohe Spezifität auf. Der offensichtliche Vorteil 
der letztgenannten Diagnostika besteht aber in den wesentlich höheren Sensitivitäten von 
96,3 % (IgA) und 92,6 % (IgG 1) gegenüber 81,5 % beim Nachweis von spezifischem IgG im 
Blutserum. Bei Bestandssanierungen von endemisch auftretend , meist chronischen 
Infektionskrankheiten, wie der Protothekenmastitis, ist aber besonders eine hohe Sensitivität 
zur Erkennung aller infizierten Milchkühe von vorrangiger B edeutung. 
Mit 81,5 % liegt die für den IgG-ELISA mit Blutserum ermittel te Sensitivität in dem Bereich, 
wie sie auch BLASCHKE-HELLMESSEN (1987) bei der von ihr e ntwickelten 
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Gegenstromelektrophorese aufweisen konnte. Somit erwiesen ich beide Testsysteme bei der 
Diagnostik spezifischer Anti-Prototheca-Antikörper im Blutserum als gleich sensitiv. Der von 
JENSEN et al. (1998) entwickelte ELISA zur Diagnostik von s pezifischem IgG im Blutserum 
ist dagegen nicht annähernd so sensitiv wie das in dieser Arbeit entwickelte Testsystem. 
Mittels jenes Testes konnten die Autoren zwischen infizierten und nichtinfizierten Tieren 
keine signifikanten Unterschiede feststellen. 
Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten 
ELISA-Systeme eine für Praxiszwecke ausreichend hohe Spezifität und Sensitivität 
aufweisen. Hierbei erwiesen sich die Nachweise von IgA und IgG 1 im Milchserum als die 
Diagnostika mit der größten Sensitivität, und sie sollten deshalb bevorzugt für 
Bestandssanierungen eingesetzt werden. 
 
 
5.3.3 Validierung der ELISA-Systeme 
 
Diagnostische Testsysteme für den Einsatz in der Praxis müssen vor ihrer flächendeckenden 
Einführung ausreichend validiert werden. Hierzu werden sie generell unter Feldbedingungen 
an Proben von natürlich infizierten oder erkrankten Personen oder Tieren durchgeführt und 
dann mit etablierten Testsystemen sowie den bei der Entwicklung des Testes ermittelten 
Sensitivitäten und Spezifitäten verglichen. Da für die Diagnostik der Protothekenmastitis 
bisher lediglich der kulturelle Erregernachweis mittels Plattenkultur als anerkanntes 
Verfahren zur Verfügung stand, wurde diese Methode dann auch als Vergleichsstandard 
(„Goldstandard“) für die Validierung gewählt. Die Untersuchungen  erfolgten an Milchkühen 
des hochgradig endemisch von Protothekenmastitis betroffen n Bestandes B. Hier sollte 
zudem versucht werden, durch eine Kombination von serologischer und kultureller 
Diagnostik eine Sanierung dieses hochgradig infizierten Milchviehbestandes einzuleiten. 
Darüber hinaus dienten die Befunde aus der dreimaligen Untersuchung dieses Bestandes im 
Abstand von jeweils sechs Monaten der Gewinnung neuer Erkenntnisse zum 
Infektionsverhalten von Prototheken, insbesondere der Herden-Inzidenz und dem 
Ausscheidertum bei dieser Algeninfektion. 
Aufgrund des Befundes, dass beide, zur Diagnostik spezifischer Antikörper im Milchserum 
entwickelten ELISAs annähernd gleiche Sensitivitäten und Spezifitäten aufwiesen, und dass 
darüber hinaus auch absolut größere Antikörpergehalte an IgA zu erwarten waren 
(Milchserumverdünnungen für den IgA-Nachweis 1:100, für IgG1 dagegen 1:50), sollte auch 
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bei diesen Bestandsuntersuchungen ursprünglich der Nachweis von Anti- Prototheca-IgA im 
Milchserum erprobt werden. Anläßlich der ersten Bestandsuntersuchung, besonders aber bei 
der Untersuchung der nach dem Abkalben frisch zur Herde hinzukommenden Tiere zeigte es 
sich jedoch, dass einige wenige Tiere die Erreger in großen Mengen mit der Milch 
ausschieden, gleichwohl aber über den Nachweis von spezifischem IgA nicht sicher 
identifiziert werden konnten. Die sichere Identifizierung gelang hingegen dann über den 
Nachweis von spezifischem IgG1. Bei einem Großteil dieser Tiere dürfte es sich um fri sch 
infizierte Kühe handeln oder aber um solche Milchkühe, bei de nen die Infektion mit der 
neuen Laktation wieder aufflammte. Da es, wie anläßlich der Untersuchung zur lokalen 
Antikörperantwort gezeigt, bei solchen Tieren erst zu einem zeitlich verzögerten IgA-Anstieg 
kommt, ist der negative serologische Befund bei diesen Probanden erklärbar. Diese Tiere 
zeigen aber schon zu einem frühen Zeitpunkt der Infektion eine erhöhte IgG1-Aktivität, 
wodurch sie dann mittels des IgG1-ELISA meist identifizierbar sind. Um auch solche Kühe in 
der Bestandsuntersuchung serologisch sicher identifizieren zu können, wurden deshalb 
sämtliche Tiere des Bestandes während der zweiten und der dritten Bestandsuntersuchung auf 
spezifisches IgA und IgG1 hin untersucht. 
Auf dieser Basis konnte festgestellt werden, dass der ELISA zum Nachweis von IgA im 
Milchserum bei der ersten Bestandsuntersuchung mit einer Sensitivität von 98 % und einer 
Spezifität von 90,5 % annähernd die Kenndaten aufwies, wie sie auch bei der Entwicklung 
des Testes im Bestand A ermittelt werden konnten (Tabelle 22 ). In der zweiten Untersuchung 
wiesen jedoch sowohl der IgA-ELISA als auch der IgG 1-ELISA eine deutlich niedrigere 
Sensitivität auf. Bei der dritten Bestandsuntersuchung lagen die Kenndaten dann aber wieder 
deutlich höher. Die Ursachen hierfür sind wahrscheinlich multikausal. Einerseits kann der 
sehr niedrige Cutoff-Wert von jeweils 1 EU bei Schwankungen der Versuchsbedingungen 
dazu führen, dass infizierte Tiere mit sehr niedriger Antikörperantwort mittels des Testes 
nicht erkannt werden. Eine weitere mögliche Ursache kön te auch sein, dass aufgrund der 
teilweisen Merzung einiger der in der ersten Untersuchung positiv identifizierten Tiere, zum 
Zeitpunkt der zweiten Untersuchung der Anteil frisch infizi erter Milchkühe, bei denen 
insbesondere der Nachweis von IgA im Milchserum eine diagnostische Lücke aufweist, 
deutlich höher lag als in der ersten Bestandsuntersuchung. Da bei der dritten 
Bestandsuntersuchung die Zahl der neu infizierten Tiere deutlich gesunken war (die Inzidenz 
erniedrigte sich um mehr als die Hälfte) wiesen beide EL ISAs rechnerisch wieder eine 
deutlich höhere Sensitivität und Spezifität auf. Es muß aber auch berücksichtigt werden, dass 
bei denjenigen Tieren, die nur sehr wenige Erreger in der Milch aufwiesen, eventuell eine 
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Kontamination der Milchprobe mit Faeces vorliegen könnte, da der Kot sämtlicher gestesteter 
Kühe Prototheca-positiv war. Trifft diese Annahme zu, würden die einzeln en ELISAs 
tatsächlich eine höhere Sensitivität aufweisen, da ja für ihre Berechnung die kulturelle 
Untersuchung als Goldstandard verwendet worden ist. Bei zukünftigen Untersuchungen ist 
deshalb im Zweifelsfalle die wiederholte kulturelle Untersuchung einer zweiten, steril 
entnommenen Milchprobe ratsam. 
Im Verlauf aller drei Untersuchungszyklen konnte festgestellt werden, dass die Zahl der 
Tiere, welche serologisch deutlich positiv getestet werden konnten, bei denen aber kulturell 
keine Erreger nachweisbar waren (falsch-positiv getestet), deutlich höher war als die Zahl der 
Tiere, die einen kulturellen Erregernachweis aufwiesen, die serologisch aber nicht identifiziert 
werden konnten (falsch-negativ getestet)(Tabelle 18 ). Anläßlich der zweiten und der dritten 
Untersuchung wiesen diese falsch-positiven Tiere sogar signifikant erhöhte IgA- sowie IgG 1-
Aktivitäten auf. Da bei der Langzeitbeobachtung von 66 infizi erten Kühen der Anteil der 
intermittierenden und der persistierenden Erreger-Ausscheider bei etwa 75 % lag, muß 
vermutet werden, dass es sich bei einem großen Teil dieser falsch-positiven Milchkühe 
tatsächlich um korrekt identifizierte, intermittierende Erreger-Ausscheider handelt. Bei diesen 
Individuen erwiesen sich demnach die eingesetzten ELISA-Systeme dem kulturellen 
Erregernachweis als überlegen. Da die Zahl falsch-positiver Kühe teilweise beträchtlich 
größer ist als die Zahl der falsch-negativen Tiere, lie gt die Vermutung nahe, daß die 
tatsächliche Sensitivität der geprüften ELISA-Testsysteme über der des kulturellen 
Erregernachweises liegt. Eine abschließende Antwort auf diese Frage wäre aber erst nach 
einer kontrollierten experimentellen Infektionen von Milchkühen möglich. Ein zweiter 
Lösungsansatz wären Untersuchungen, bei denen sowohl die kult relle Erregerisolierung wie 
auch der serologische Erregernachweis aus der Milch mit einem anderen sicheren 
Goldstandard, wie der Kombination von Pathohistologie und kulturellem oder genetischem 
(PCR) Erregernachweis aus dem Eutergewebe verglichen werden müßte. 
Dessen ungeachtet läßt sich zusammenfassen, dass die sicherste Methode zur Identifikation 
P. zopfii-infizierter Tiere in der Kombination von serologisch er und kultureller Untersuchung 
besteht. Die serologische Untersuchung weist in der Frühphase der Infektion und die 
kulturelle Untersuchung bei intermittierenden Erreger-Ausscheidern diagnostische 
Unsicherheiten auf. Unsere Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, daß aber bereits die 
serologische Untersuchung für sich allein genommen zu einer Sensitivitätssteigerung bei der 
Identifikation infizierter Tiere führt. 
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Die Nutzung eines gereinigten und/oder gentechnisch in einem anderen System (z.B. 
Echerischia coli) exprimierten Antigens als Coating-Antigen für die ELISA s könnte in 
Zukunft zu einer weiteren deutlichen Sensitivitätssteigerung führen. Dann wären insbesondere 
die frisch infizierten Tiere sicherer zu identifiziere n. Gelänge dies, dann wäre der alleinige 
Einsatz einer Kombination aus serologischem Nachweis von spezifischem Anti-Prototheca- 
IgA und -IgG 1 im Milchserum der sicherste Weg, eine P. zopfii-Infektion im Herdenmaßstab 
zu diagnostizieren. 
Die in dieser Arbeit entwickelten ELISA-Systeme ermöglichen darüber hinaus eine deutliche 
Reduktion des zeitlichen und nach einer Automatisierung auch des personellen und 
finanziellen Aufwandes bei der Diagnostik der bovinen Protothekenmastitis. So ist es mittels 
der entwickelten ELISAs möglich, Milchkühe innerhalb von etwa 6 h serologisch auf eine 
Infektion mit P. zopfii hin zu untersuchen, während über den kulturellen Nachweis mittels 
Plattenkultur eine Diagnose erst nach 48 bis 72 h gestellt w erden kann. 
 
 
5.4 Zum Verlauf der Protothekenmastitis des Rindes im Bes tand 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine serologische und kulturelle 
Langzeitbeobachtung der Protothekenmastitis des Rindes im Herdenmaßstab durchgeführt. Es 
gelang, das Erregerausscheidertum/-Trägertum als einen möglichen Verlauf der 
Protothekenmastitis zu charakterisieren. 
Die prägnantesten Resultate dieser Untersuchung sind wohl in der unerwartet hohen 
Prävalenz und Inzidenz der Infektion in einem endemisch infizierten Bestand sowie im 
außerordentlich hohen Prozentsatz persistent infiziert Tiere zu sehen. 
Mit 20,5 % kulturell oder 25,5 % serologisch positiver Tiere in  der zweiten 
Bestandsuntersuchung wies der untersuchte Milchviehbestand B die höchsten, je in der 
Literatur beschriebenen Prävalenzen auf (COSTA et al., 1996; GORR, 1982; SCHUSTER 
und SCHUSTER, 1982). Eine Neuinfektionsrate mit einer Inzidenz von 9,7 % (kulturell) oder 
12,8 % (für die serologische Untersuchung) über einem Zeitraum von sechs Monaten ist 
ebenfalls bemerkenswert hoch. Diese Befunde belegen somit die Schwere und das Ausmaß 
des vorliegenden endemischen Infektionsgeschehens. Sie weisen aber auch darauf hin, dass 
P. zopfii eine größere Kontagiosität und Pathogenität besitzt, als bisher allgemein 
angenommen. Trotz des gewissenhaften Einsatzes von iodhaltigen Zitzendippmitteln, der 
strengen Separation infizierter Individuen und sogar trotz des Einbaues eines modernen 
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Fischgräten-Melkstandes im Anschluß an die zweite Herdenuntersuchung, gelang es nicht, 
weitere Neuinfektionen von Milchkühen im Bestand zu verhindern. Die hohen Inzidenzraten 
von 9,7 % (serologisch 12,8 %) anläßlich der zweiten Herdenuntersuchung und von 4,4 % 
(serologisch 8,0 %) bei der dritten Herdenuntersuchung legen die Vermutung nahe, dass 
bisher noch nicht bekannte Einflussfaktoren außerhalb der eigentlichen allgemeinen 
Melkhygiene bei dieser Infektion eine Rolle spielen könnten. Tatsächlich könnte die Variante 
II von P. zopfii eine höhere Kontagiosität und Pathogenität aufweisen, als bisher 
angenommen. Die Mehrzahl der experimentellen Infektionsversuche, auf denen die 
allgemeine Vermutung einer sehr geringen Pathogenität beruht, erfolgte mit P. zopfii-
Stämmen, welche nicht aus Rindermastitiden isoliert worden waren (DE CAMARGO et al., 
1980; HORIUCHI et al., 1991; SCHIEFER und GEDEK, 1968; SCHÖNBORN und 
SEFFNER, 1977). Wurden  hingegen Mastitisisolate eingesetzt, war in der Regel auch mit 
relativ geringen Erregerzahlen eine klinische Mastitis induzierbar (BERGMANN, 1993b; 
JENSEN und AALBAEK, 1994; LERCHE, 1952; MC DONALD et al., 1984b).  Die Variante 
II von P. zopfii weist gegenüber den Varianten I und III eine höhere Resi stenz gegenüber 
Umweltfaktoren wie Austrocknung, pH-Wert und Salzgehalt auf (BLASCHKE-
HELLMESSEN et al., 1985a). Demzufolge ist die Tenazität dieser Variante erhöht. Da der 
Kot sämtlicher untersuchter Tiere kulturell Prototheca-positiv war, ist ein beträchtlicher 
Infektionsdruck in diesem Bestand wahrscheinlich. Dies  könnte dann möglicherweise auch 
infolge anderer prädisponierender Faktoren zu einer Infektion führen. Zur Klärung der Frage 
nach Unterschieden hinsichtlich Kontagiosität und Pathogenität zwischen den verschiedenen 
Varianten müssten verschiedene Varianten von P. zopfii in einer vergleichenden 
experimentellen Infektionsstudie mit Milchrindern geprüft werden. 
Als weiterer, bisher weitestgehend unbeachteter Aspekt, kommt auch ein zusätzlicher, bisher 
unbekannter Infektionsweg als Ursache für das starke endemische Infektionsgeschehen in 
Frage. Zwar gilt die Infektion über den Strichkanal und durch Mikroläsionen der Zitzenhaut 
als Hauptinfektionsweg. Studien zur Abklärung eines hämatogene oder lymphogenen 
Infektionsweges sowie die Prüfung vertikaler Übertragungswege über die Kolostralmilch oder 
über eine intrauterine Infektion erfolgten bisher aber nicht. 
Ungeachtet dieser offenen Fragen läßt sich zusammenfassend fordern, dass für eine 
erfolgversprechende Bestandssanierung alle als positiv identifizierten Tiere strengstens 
separiert und möglichst schnell aus dem Bestand entfernt werden müssen. Des weiteren 
erscheint eine Verkürzung der Untersuchungsintervalle auf 3 Monate sinnvoll, um so neu 





5.5 Zum Verlauf der Erregerausscheidung bei der Prototheken mastitis 
 
Die dreimalige Untersuchung von 66 infizierten Kühen über einen Zeitraum von insgesamt 12 
Monaten gab Aufschluß über den typischen natürlichen Verlauf der Protothekenmastitis des 
Rindes. Dabei konnte insbesondere die Erregerausscheidung in Verbindung mit dem 
Erregerträgertum detailliert charakterisiert werden. Anhand unserer Studie wurde deutlich, 
dass der überwiegende Teil der Milchkühe über lange Zeiträume hinweg persistent infiziert ist 
und die Algen permanent über die Milch ausscheidet. Es zeigte sich außerdem, dass auch die 
intermittierende Erregerausscheidung bei persistent infizierten Kühen als typisch angesehen 
werden muß. 
Der chronische Charakter der Protothekosen ist ebenso bekannt wie die Tatsache, dass viele 
infizierte Tiere auch noch nach längerer Zeit die Erre ger ausscheiden und dass dies nicht nur 
kontinuierlich, sondern zum Teil auch auf intermittierende Art und Weise geschieht (SCHICK 
und KUTZER, 1982). Der Anteil dieser persistent infizierten Tiere am Gesamtgeschehen war 
allerdings bisher unbekannt. 
Im Laufe unserer Studien zeigte es sich, dass nur ein klein er Teil (18 %) der Milchkühe in der 
Lage war, die Algeninfektion zu beenden. Der Anteil der ta tsächlich rekonvaleszenten 
Individuen liegt wahrscheinlich aber noch deutlich niedriger, da 45,4 % dieser Tiere bei der 
abschließenden Untersuchung noch spezifische Antikörper aufwiesen. Unter diesen 
Antikörperträgern waren wahrscheinlich auch noch persistent infizierte, die Erreger 
intermittierend ausscheidende Tiere. Mit 70,5 % gehörte der weitaus größte Teil der 
infizierten Kühe zu der Gruppe der permanenten Erregerausscheider, also jenen Tieren, die 
nach dem ersten kulturellen Erregernachweis zu jedem Untersuchungszeitpunkt kultivierbare 
P. zopfii in der Milch aufwiesen. Interessanterweise wurde bei 21,0 % dieser Tiere bereits 
sechs Monate vor dem ersten kulturellen Erregernachweis eine teilweise erheblich erhöhte 
Antikörperaktivität festgestellt. Es kann deshalb vermutet werden, dass es sich bei solchen 
Tieren ebenfalls in der überwiegenden Zahl der Fälle um i ntermittierende Erregerausscheider 
handelt. Da bei 4,9 % der infizierten Milchrinder ein in termittierendes Ausscheidertum direkt 
kulturell nachgewiesen werden konnte, sind somit mindestens 76 % aller untersuchten 
Individuen als über einen Zeitraum von zwölf Monaten persistent infiziert anzusehen. 
Schließlich dürfte es sich auch bei jenen 6,6 % an Milch rindern, welche bei negativem 
kulturellen Befund zu jedem Untersuchungszeitpunkt spezifische Antikörper in der Milch 
aufwiesen, größtenteils um persistent infizierte Kühe handeln. Diese Probanden könnten die 
Algen intermittierend ausscheiden, wobei der kulturelle Erregernachweis möglicherweise 
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aufgrund der großen Intervalle zwischen den einzelnen Untersuchungen immer negativ 
ausfiel. Auch eine mögliche Abkapselung der Erreger im Eutergewebe wäre möglich, da in 
solchen Fällen bei negativen Kulturbefunden eine spezifische Antikörperantwort nachweisbar 
wäre. Zusammenfassend dürfte der Anteil der intermittierenden Ausscheider am 
Gesamtgeschehen also insgesamt deutlich über jenen direkt ulturell festgestellten 4,9 % 
liegen. Vor diesem Hintergrund werden die Vorteile und die Be deutung des serologischen 
Erregernachweises für die Identifikation von infizierten Tieren nochmals in ihrer 
diagnostische Potenz deutlich. Dass auch der Großteil der bereits vor dem Trockenstellen 
infizierten Kühe in ihrer nachfolgenden Laktation ebenfalls wieder Erreger über die Milch 
ausschied, ist ein weiterer Beleg für den typischen Verlauf der Protothekenmastitis als 
chronische, persistierende Infektion der Milchdrüse. Das Rind ist also offensichtlich nur in 
sehr begrenztem Maße in der Lage, einer Infektion mit P. zopfii wirkungsvoll zu widerstehen. 
Als Hauptgründe hierfür sind höchst wahrscheinlich die häufige Abkapselung der Erreger im 
Eutergewebe in Form von Mikroabszessen sowie die Persistenz der Erreger im Makrophagen 
zu sehen (JENSEN et al., 1998; SCHÖNBORN und SEFFNER, 1977). Offenbar sind sowohl 
die induzierten spezifischen lokalen als auch die systemischen Antikörper nicht in der Lage, 
die Algenzellen abzutöten. Diesbezügliche Studien sollten i Zukunft erfolgen. 
Immunisierungsversuche zur Induktion einer lokalen Immunität im Euter verliefen bei 
anderen Mastitiserregern bisher zwar meist erfolglos (SMITH et al., 1999; TOMITA et al., 
1998; WATSON, 1992), aber vor dem Hintergrund der starken Tendenz zur Ausbreitung im 
Bestand sowie der bisherigen Therapieresistenz der bovine  Protothekenmastitis erscheinen 
solche Studien sinnvoll. Ein metaphylaktischer Einsatz einer wirksamen Immunisierung im 
Rahmen einer Bestandssanierung könnte ergänzend zur Eliminierung der Keimträger ein 
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Die Protothekenmastitis des Rindes ist eine therapieresistente, weltweit vorkommende 
Infektionskrankheit. Das ätiologische Agens, die farblose Alge Prototheca (P.) zopfii, kommt 
ubiquitär in feuchten Habitaten vor und verursacht fakultativ akute bis chronische 
Entzündungen des Rindereuters. Es gibt Hinweise auf das Vorkom en eines speziellen, 
Mastitis-assoziierten Biotyps von P. zopfii, der sogenannten Variante II. Durch die oft zu 
beobachtende endemische Ausbreitung in Milchviehbeständen sowie durch die nachhaltige 
Therapieresistenz, welche oft zum wirtschaftlichen Totalverlust der betroffenen Milchkühe 
führt, stellen Protothekenmastitiden beim Rind ein großes ökonomisches Problem für den 
betroffenen Betrieb dar. 
Da bisher nur sehr beschränkte Erkenntnisse zur lokalen und systemischen Immunantwort 
sowie zur Erregerausscheidung im Verlaufe der Protothekenmastitis des Rindes vorlagen, 
wurden die verschiedenen klinischen Stadien dieser Infektion serologisch, kulturell sowie 
durch Bestimmung der Zahl der somatischen Zellen in der Mi lch charakterisiert. Zu diesem 
Zwecke wurden drei verschiedene ELISA-Systeme entwickelt, die anschließend auch auf 
ihren möglichen Einsatz bei der Diagnostik der Protothekenmastitis hin untersucht wurden. 
Dies geschah in einem hochgradig an Protothekenmastitis erkrankten Milchviehbestand. 
Darüber hinaus wurden verschiedene Isolate von P. zopfii auxanographisch, biochemisch, 
serologisch und genetisch untersucht, um eine Differenzierung innerhalb der Algenspezies 
P. zopfii vornehmen zu können. 
Anhand der auxanographischen, biochemischen, serologischen und genetischen 
Untersuchungen war eine eindeutige Differenzierung von drei verschiedenen Bio-, Sero- und 
Genotypen innerhalb der Algenspezies P. zopfii möglich. Alle untersuchten Mastitisisolate 
konnten eindeutig der Variante II von P. zopfii zugeordnet werden, womit dieser Variante 
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eine besondere epidemiologische Bedeutung bei der Entstehung der Protothekenmastitis des 
Rindes zu zukommen scheint. 
Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass akut infizierte Tiere sowohl die höchsten 
Antikörperaktivitäten an IgG im Blutserum sowie an IgA und I gG1 im Milchserum als auch 
die höchsten Gehalte an somatischen Zellen in der Milch aufweisen. Chronisch infizierte 
Milchkühe weisen zum Teil sehr hohe Antikörperaktivitäten in der Milch auf und 
unterschieden sich nicht signifikant von akut infizierten Tieren. Demgegenüber weisen diese 
chronisch infizierten Tiere signifikant höhere IgG-Aktivitäten im Blutserum sowie IgA- und 
IgG1-Aktivitäten in der Milch auf als nicht infizierte Tie re. Somit ist eine eindeutige 
Differenzierung zwischen infizierten und nichtinfizierten Kühen möglich. 
Die ELISAs zum Nachweis von spezifischem IgA und IgG 1 im Milchserum erwiesen sich als 
besonders geeignet, um infizierte Kühe zu identifizieren. Beide serologischen Testsysteme 
wiesen Sensitivitäten von 96,3 % für IgA sowie 92,6 % für IgG 1 und Spezifitäten von 94,4 % 
(IgA) und 96,3 % (IgG 1) auf. Demgegenüber wies der ELISA zum Nachweis von 
spezifischem IgG im Blutserum bei einer Spezifität von 100 % nur eine Sensitivität von 81,5 
% auf. Die sehr gute Reproduzierbarkeit der Tests wurde durch I ntra-Assay-Variationen von 
6,08 % für den Nachweis von IgA im Milchserum und 7,20 % für IgG 1 sowie durch die 
geringe Inter-Assay-Variation von 6,32 % (IgA) und 9,74 % (IgG 1) belegt. 
Der Einsatz dieser Testsysteme bei der Sanierung eines hochgradig mit P. zopfii infizierten 
Milchviehbestandes zeigte, dass die serologische Diagnostik dem bisher gebräuchlichen 
kulturellen Erregernachweis bei der Identifikation intermittierender Erregerausscheider 
überlegen ist. Es wurde deutlich, dass 70,5% der infizierten Tiere die Erreger über einen 
Zeitraum von 12 Monaten permanent ausschieden und mindestens weitere 4,9 %, 
wahrscheinlich jedoch wesentlich mehr, dieser infizierten Tiere intermittierende 
Erregerausscheider waren. Somit scheint der serologische Erregernachweis für die Diagnostik 
der Protothekenmastitis des Rindes besser geeignet zu sein als die kulturelle Diagnostik. 
Dabei wurde die höchste Sensitivität durch die Kombination des Nachweises von 
spezifischem IgA und IgG1 im Milchserum erzielt. 
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Immunität, Molkeantikörper, Milchserum, Ausscheidertum, intermittierende 
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Protothecosis is a severe, often endemic mastitis in cattle caused by colorless algae of the 
genus Prototheca. Only little and insufficient knowledge about the organis m itself, and the 
host immune response to this infection existed. Therefore, the aim of this thesis was to 
characterize the local and systemic immune response and the possible elimination or 
persistence of the pathogen in the host. To gain more i nformation on the specific immune 
response, different clinical stages of infection were characterized serologically, culturally, and 
by determination of the number of the somatic cells i n milk. Three different ELISA systems 
were developed, which were also examined for their diagnostic application potential. For the 
investigations, a dairy herd highly infected with Prototheca zopfii and severe clinical 
manifestation of protothecal mastitis was used. The ELISA was evaluated using serum and 
whey from animals with different clinical stages of i nfection. As antibody isotypes, IgG in 
serum, and IgA and IgG 1 in whey were used. In addition, different isolates of P. zopfii were 
biochemically, serologically, and genetically examined in order to allow a differentiation of 
individual isolates within the species P. zopfii. 
The biochemical, serological and genetic investigations allowed a clear differentiation of the 
three known Variants of P. zopfii. All examined mastitis isolates could be assigned to va riant 
II of P. zopfii. Therefore, it can be concluded that this variant has a particular epidemiological 
significance in the etiology of bovine protothecal mastitis. 
The serological investigations showed high antibody activities during acute and chronic stage 
of infection. The antibody activity was low in  chronically infected, but presently cultural 
negative animals and also in uninfected animals. A strong correlation was observed between 
whey IgA and whey IgG1 antibody activity and the count of somatic cells in milk. Whereas, 
only a weak correlation exists to the number of algae cells excreted with the milk. A 
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sensitivity of 96 % and a specificity of 94 % were calcula ted for the ELISA based on IgA 
levels. The ELISA for detection of specific IgG 1 in whey shows a sensitivity of 92,6 % and a 
specificity of 96,3 %. Intra-assay and interassay variations were calculated to be at 6.08 % 
and 6.32 %, respectively. Based on these data, these ELISAs are suitable for discrimination 
between infected and uninfected animals, and might therefore be used for the screening of 
affected herds. When used in the remediation of a high-grade infected dairy herd the 
serological showed clear advantages in the identification of intermittent shedders. 
By culturing of Prototheca from milk, it was shown that 70.5% of the infected anim als were 
permanent shedders, whereas 4.9 % were intermittent shedders. Since intermittent shedders 
could be clearly identified serologically, but might not b e recognized by culturing, it can be 
assumed that serological diagnostics is more suitable for the identification of inapparently 
infected, intermittent shedders. 
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Tabellen und Abbildungen 
 
 
Tabelle 24. Vergleich der Extinktionen auf zwei unge blockten Mikrotiterplattentypen 
verschiedenen Typs unter Anwendung des IgA-ELISA.  Verwendung fand das positive 
Prototheca-Referenzserum vom Rind. 
 
 Polysorp® Maxisorp® 
 + + + + + + + + + + + + 
A 0,128 0,149 0,143 0,142 0,162 0,129 0,122 0,128 0,128 0,133 0,126 0,137 
B 1,143 1,108 1,128 1,062 1,102 1,055 2,091 1,984 2,005 1,924 1,904 1,986 
C 0,938 1,005 0,916 0,908 0,886 1,018 1,771 1,723 1,680 1,726 1,631 1,734 
D 0,773 0,782 0,781 0,789 0,821 0,873 1,565 1,521 1,473 1,491 1,427 1,476 
E 0,700 0,619 0,705 0,727 0,635 0,651 1,169 1,140 1,154 1,200 1,249 1,185 
F 0,550 0,436 0,500 0,525 0,503 0,515 1,051 1,034 0,951 1,012 1,032 0,925 
G 0,325 0,367 0,353 0,388 0,359 0,370 0,877 0,908 0,825 0,802 0,759 0,732 
H 0,398 0,428 0,465 0,415 0,413 0,415 3,140 3,062 2,977 3,060 3,163 2,895 
 
 
Tabelle 25. Vergleich der Extinktionen auf zwei gebl ockten Mikrotiterplattentypen 
verschiedenen Typs unter Anwendung des IgA-ELISA.  Verwendung fand das positive 
Prototheca-Referenzserum vom Rind. 
 
 Polysorp® Maxisorp® 
 + + + + + + + + + + + + 
A 0,120 0,134 0,139 0,121 0,123 0,138 0,105 0,106 0,105 0,110 0,101 0,120 
B 1,366 1,296 1,285 1,375 1,271 1,265 1,639 1,513 1,517 1,548 1,553 1,523 
C 1,023 1,014 0,997 1,042 1,039 0,965 1,154 1,046 1,054 1,054 1,057 1,066 
D 0,758 0,743 0,766 0,708 0,729 0,755 0,756 0,780 0,742 0,677 0,696 0,730 
E 0,548 0,517 0,522 0,498 0,494 0,529 0,491 0,521 0,470 0,415 0,430 0,511 
F 0,362 0,361 0,314 0,355 0,382 0,373 0,325 0,358 0,299 0,289 0,300 0,313 
G 0,244 0,261 0,240 0,220 0,230 0,256 0,236 0,234 0,209 0,209 0,206 0,212 
H 0,095 0,102 0,093 0,102 0,108 0,104 0,082 0,083 0,086 0,081 0,085 0,085 
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Tabelle 26. Extinktionswerte bei der Konjugat- und Serumauswertung für den 
Immunglubulin-Isotyp IgG im Blutserum.  Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte von Typ 
Maxisorp®, das positive und negative Prototheken-Referenzserum sowie  im Schaf 
hergestelltes, mit Peroxidase konjugiertes Anti-Rind-IgG.  
 
            Serumverdünnung 
 1:10 1:100 1:1000 1:10 1:100 1:1000 
 + - + - + - + - + - + - 
A 0,123 0,080 0,087 0,084 0,081 0,079 0,079 0,083 0,085 0,086 0,083 0,079 
B 3,382 0,684 3,330 0,588 0,549 0,178 2,268 0,486 3,183 0,701 0,743 0,240 
C 3,056 0,638 2,216 0,434 0,273 0,137 1,794 0,362 2,415 0,551 0,346 0,162 
D 2,579 0,471 1,197 0,280 0,176 0,109 1,556 0,351 1,680 0,429 0,214 0,129 
E 1,853 0,397 0,725 0,222 0,125 0,099 1,192 0,268 1,025 0,307 0,147 0,119 
F 1,154 0,257 0,445 0,171 0,098 0,093 0,889 0,215 0,643 0,260 0,112 0,094 
G 0,763 0,224 0,275 0,139 0,090 0,085 0,553 0,172 0,399 0,201 0,096 0,089 
H 0,487 0,164 0,194 0,113 0,086 0,081 0,365 0,148 0,260 0,166 0,092 0,080 
  1:5000 1:8000 
             Konjugatverdünnung 
 
 
Tabelle 27. Extinktionswerte bei der Konjugat- und Mi lchserumauswertung für den 
Immunglubulin-Isotyp IgA im Milchserum.  Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte von Typ 
Maxisorp®, das positive und negative Prototheken-Referenzserum sowie  im Schaf 
hergestelltes, mit Peroxidase konjugiertes Anti-Rind-IgA.  
 
           Milchserumverdünnung 
 1:10 1:20 1:50 1:10 1:20 1:50 
 + - + - + - + - + - + - 
A 0,207 0,204 0,218 0,218 0,153 0,172 0,213 0,201 0,173 0,165 0,146 0,183 
B 2,339 0,260 2,307 0,179 1,900 0,156 1,478 0,235 1,445 0,187 1,283 0,169 
C 2,175 0,209 1,880 0,158 1,320 0,139 1,439 0,145 1,169 0,145 0,972 0,112 
D 1,832 0,173 1,407 0,133 0,954 0,122 1,211 0,139 0,927 0,127 0,668 0,123 
E 1,532 0,175 1,133 0,141 0,624 0,137 1,044 0,146 0,788 0,145 0,472 0,126 
F 1,099 0,153 0,717 0,117 0,411 0,134 0,791 0,135 0,526 0,124 0,337 0,135 
G 0,779 0,153 0,539 0,139 0,306 0,128 0,592 0,149 0,377 0,131 0,256 0,135 
H 0,449 0,159 0,366 0,142 0,262 0,167 0,420 0,163 0,279 0,156 0,226 0,160 
  1:5000 1:8000 




Tabelle 28. Ergebnis der Konjugatauswertung für den  Immunglubulin-Isotyp IgG 1 im 
Milchserum.  Extinktionswerte bei der Konjugat- und Milchserumauswert ung für den 
Immunglubulin-Isotyp IgG1 im Milchserum. Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte von Typ 
Maxisorp®, das positive und negative Prototheken-Referenzserum sowie  im Schaf 
hergestelltes, mit Peroxidase konjugiertes Anti-Rind-IgG 1. 
 
           Milchserumverdünnung 
 1:10 1:20 1:50 1:10 1:20 1:50 
 + - + - + - + - + - + - 
A 0,196 0,188 0,168 0,163 0,157 0,176 0,163 0,164 0,128 0,133 0,148 0,160 
B 1,760 0,287 1,971 0,206 1,835 0,182 0,830 0,199 0,871 0,172 0,794 0,161 
C 1,830 0,261 1,985 0,199 1,602 0,160 0,854 0,193 0,799 0,163 0,721 0,155 
D 1,779 0,208 1,692 0,207 1,322 0,164 0,804 0,183 0,775 0,158 0,642 0,141 
E 1,641 0,180 1,415 0,160 0,976 0,159 0,733 0,177 0,678 0,140 0,519 0,157 
F 1,399 0,167 1,077 0,148 0,700 0,158 0,614 0,145 0,539 0,135 0,389 0,156 
G 1,132 0,168 0,814 0,154 0,491 0,157 0,565 0,154 0,429 0,149 0,308 0,156 
H 0,823 0,196 0585 0,183 0,361 0,182 0,466 0,149 0,332 0,143 0,244 0,163 
  1:2000 1:5000 




Tabelle 29. Extinktionswerte zur Prüfung der Intra-A ssay-Variation des ELISA für den 
Nachweis von IgG im Serum. Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte von Typ Maxisorp ®, 
das positive Prototheken-Referenzserum sowie im Schaf herge stelltes, mit Peroxidase 
konjugiertes Anti-Rind-IgG. 
 
 + + + + + + + + + + + + 
A 0,076 0,074 0,077 0,076 0,077 0,084 0,082 0,080 0,080 0,084 0,082 0,088 
B 1,140 1,183 1,051 1,157 1,074 1,079 1,049 1,130 1,143 1,118 1,081 1,091 
C 1,078 1,207 1,099 1,086 1,112 1,144 1,111 1,027 1,015 1,036 1,086 1,075 
D 1,082 1,104 1,084 1,031 1,001 1,026 1,061 1,097 1,043 1,031 1,040 1,127 
E 1,111 1,055 1,027 1,031 1,006 1,160 1,014 1,036 1,027 1,014 1,096 1,129 
F 1,089 1,049 1,049 1,059 1,009 0,954 1,060 1,041 1,067 1,042 1,074 1,052 
G 1,110 1,149 1,132 1,061 1,100 1,154 1,072 1,057 1,117 1,080 1,090 1,098 
H 1,185 1,252 1,133 1,131 1,254 1,144 1,169 1,174 1,095 1,186 1,252 1,202 
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Tabelle 30. Extinktionswerte zur Prüfung der Intra-A ssay-Variation des ELISA für den 
Nachweis von IgA im Milchserum.  Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte von Typ 
Maxisorp®, das positive Prototheken-Referenzserum sowie im Schaf her gestelltes, mit 
Peroxidase konjugiertes Anti-Rind-IgG.  
 
 + + + + + + + + + + + + 
A 0,067 0,074 0,077 0,076 0,077 0,084 0,082 0,080 0,080 0,084 0,082 0,088 
B 1,140 1,183 1,051 1,157 1,074 1,079 1,049 1,130 1,143 1,118 1,081 1,091 
C 1,078 1,207 1,099 1,086 1,112 1,144 1,111 1,027 1,015 1,036 1,085 1,075 
D 1,082 1,104 1,084 1,031 1,001 1,026 1,061 1,097 1,043 1,031 1,040 1,127 
E 1,111 1,055 1,027 1,031 1,006 1,160 1,014 1,036 1,027 1,014 1,096 1,129 
F 1,089 1,049 1,049 1,059 1,009 0,954 1,060 1,041 1,097 1,042 1,074 1,052 
G 1,110 1,149 1,132 1,061 1,100 1,154 1,072 1,057 1,117 1,080 1,090 1,098 




Tabelle 31. Extinktionswerte zur Prüfung der Intra-A ssay-Variation des ELISA für den 
Nachweis von IgG 1 im Milchserum. Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte von Typ 
Maxisorp®, das positive Prototheken-Referenzserum sowie im Schaf her gestelltes, mit 
Peroxidase konjugiertes Anti-Rind-IgG1.  
 
 + + + + + + + + + + + + 
A 0,093 0,090 0,083 0,082 0,086 0,085 0,086 0,083 0,087 0,087 0,093 0,216 
B 1,170 1,199 1,175 1,124 1,084 1,247 1,035 1,131 1,105 1,192 1,118 1,105 
C 1,198 1,230 1,093 1,223 1,052 1,092 1,147 1,184 1,154 0,997 1,143 1,046 
D 1,144 1,184 1,177 1,197 1,192 1,243 1,203 1,205 1,010 0,992 1,159 0,905 
E 0,969 1,231 1,161 1,238 0,893 1,200 1,217 1,203 1,181 1,142 1,169 1,175 
F 1,067 1,132 1,187 1,242 1,232 1,223 1,211 1,258 1,231 1,146 1,190 1,097 
G 1,202 1,256 1,128 1,207 1,226 1,229 1,107 1,092 1,174 1,084 1,198 1,165 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle 34. Spezifische Antikörper-Aktivitäten im Bl ut- und Milchserum von Tieren mit 




















1 A akut positiv 115 81 30 
2 A akut positiv 134 81 39 
3 A akut positiv 307 182 61 
4 A akut positiv 107 75 60 
5 A akut positiv 185 9 52 
6 A akut positiv 236 30 170 
7 A chronisch positiv 22 0 0 
8 A chronisch positiv 114 150 73 
9 A chronisch positiv 73 122 28 
10 A chronisch positiv 107 53 21 
11 A chronisch positiv 115 120 24 
12 A chronisch positiv 87 137 27 
13 A chronisch positiv 73 4 4 
14 A chronisch positiv 81 147 34 
15 A chronisch positiv 77 11 6 
16 A chronisch positiv 127 175 153 
17 A chronisch positiv 214 174 60 
18 A chronisch positiv 37 4 13 
19 A chronisch positiv 54 163 213 
20 A chronisch positiv 62 194 182 
21 A chronisch positiv 135 9 20 
22 A chronisch positiv 22 2 0 
23 A chronisch positiv 30 4 1 
24 A chronisch positiv 47 24 32 
25 A chronisch positiv 176 10 3 
26 A chronisch positiv 77 11 6 
27 A chronisch positiv 30 7 3 
28 A chronisch negativ, ehem. positiv a 14 0 0 
29 A chronisch negativ, ehem. positiv  14 0 0 
30 A chronisch negativ, ehem. positiv  15 0 0 
31 A chronisch negativ, ehem. positiv  28 0 0 
32 A chronisch negativ, ehem. positiv  13 0 0 
33 A chronisch negativ, ehem. positiv  14 21 3 
34 A chronisch negativ, ehem. positiv  21 4 1 
35 A chronisch negativ, ehem. positiv  17 0 0 
36 A chronisch negativ, ehem. positiv  20 2 0 
37 A chronisch negativ, ehem. positiv  34 4 4 
38 A chronisch negativ, ehem. positiv  32 10 22 
39 A chronisch negativ, ehem. positiv  35 49 139 
40 A chronisch negativ, ehem. positiv  36 2 2 
41 A chronisch negativ, ehem. positiv  22 50 20 
42 A chronisch negativ, ehem. positiv  41 0 0 
Tabelle 34, Fortsetzung auf Seite 126. 
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43 A chronisch negativ, ehem. positiv  32 0 0 
44 A chronisch negativ, ehem. positiv  19 0 0 
45 A chronisch negativ, ehem. positiv  16 2 0 
46 A eutergesund negativ 34 0 0 
47 A eutergesund negativ 24 0 0 
48 A eutergesund negativ 23 0 0 
49 A eutergesund negativ 26 0 0 
50 A eutergesund negativ 12 0 0 
51 A eutergesund negativ 12 0 0 
52 A eutergesund negativ 23 0 0 
53 A eutergesund negativ 30 1 0 
54 A eutergesund negativ 17 0 0 
55 A eutergesund negativ 16 0 0 
56 A eutergesund negativ 15 0 0 
57 A eutergesund negativ 12 0 0 
58 A eutergesund negativ 10 0 0 
59 A eutergesund negativ 14 0 0 
60 A eutergesund negativ 19 2 0 
61 A eutergesund negativ 18 0 0 
62 A eutergesund negativ 15 0 0 
63 A eutergesund negativ 8 0 0 
64 A eutergesund negativ 16 0 0 
65 A eutergesund negativ 18 0 0 
66 A eutergesund negativ 20 0 0 
67 A eutergesund negativ 19 0 0 
68 A eutergesund negativ 14 0 0 
69 A eutergesund negativ 17 0 0 
70 A eutergesund negativ 16 0 0 
71 A eutergesund negativ 12 0 0 
72 A eutergesund negativ 9 0 0 
73 A eutergesund negativ 17 0 0 
74 A eutergesund negativ 29 0 0 
75 A eutergesund negativ 26 0 0 
76 A eutergesund negativ 18 0 0 
77 A eutergesund negativ 22 0 0 
78 A eutergesund negativ 31 0 0 
79 A eutergesund negativ 20 0 1 
80 A eutergesund negativ 15 0 0 
81 A eutergesund negativ 25 0 0 
82 A eutergesund negativ 11 0 0 
83 A eutergesund negativ 8 0 1 
84 A eutergesund negativ 25 0 0 
85 A eutergesund negativ 25 0 0 
86 C eutergesund negativ 22 0 0 
87 C eutergesund negativ 24 0 0 
Tabelle 34, Fortsetzung auf Seite 127. 
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88 C eutergesund negativ 28 0 0 
89 C eutergesund negativ 24 0 0 
90 C eutergesund negativ 19 0 0 
91 C eutergesund negativ 29 0 0 
92 C eutergesund negativ 27 0 0 
93 C eutergesund negativ 22 0 0 
94 C eutergesund negativ 12 0 0 
95 C eutergesund negativ 19 0 0 
96 C eutergesund negativ 17 0 0 
97 C eutergesund negativ 13 1 0 
98 C eutergesund negativ 13 0 0 
99 C eutergesund negativ 19 0 0 
 
a  negativ, ehem. positiv = Diese Tiere waren zum Zeitpunkt der Untersuchung kulturell 
Prototheca-negativ. Von diesen Tieren lag aber ein früherer posi tiver Protothekenbefund 
vor, der mittels Plattenkultur erhoben wurde. 
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Tabelle 35. Verlauf (Rohdaten) der Erregerausscheid ung und der spezifischen 
Antikörperantwort in der Milch bei der Protothekenm astitis des Rindes.  Die 
Untersuchung erfolgte durch dreimalige Bestandsuntersuchung (6-Monats-Intervalle) mittels 




















BU 3 IgA 
 
BU IgA BU IgA IgG1 BU IgA IgG1 
1 116 0 ? + 2 0 0 1 0 0 0 
1 395 (+) 4 ? 5 nicht untersucht 0 0 10 0 0 0 
1 580 +++ 1 nicht untersucht 0 0 0 0 0 0 
1 555 0 0 nicht untersucht +++ 2 5 0 0 0 
1 565 0 0 nicht untersucht +++ 0 0 0 0 0 
1 747 0 0 nicht untersucht +++ 2 17 0 0 0 
1 736 0 0 nicht untersucht +++ 6 1 0 0 0 
2 422 0 0 +++ 1 +++ 2 14 0 1 1 
2 651 +++ 0 nicht untersucht +++ 1 6 0 0 2 
2 606 0 0 nicht untersucht +++ 2 6 0 0 1 
2 713 nicht untersucht + 0 0 0 1 0 1 ? 
3 132 + 2 nicht untersucht ++ 17 20 gemerzt 
3 138 ++ 36 nicht untersucht +++ 0 0 gemerzt 
3 186 (+)4 0 nicht untersucht (+) 484 45 gemerzt 
3 197 + 43 nicht untersucht ++ 78 23 gemerzt 
3 234 0 0 nicht untersucht +++ 5 10 gemerzt 
3 240 (+) 0 + 1 ++ 2 1 gemerzt 
3, 5 242 0 ? 5 + 1 +++ 11 11 +++ 6 26 
3, 5 244 0 4 nicht untersucht +++ 1 14 +++ 3 9 
3 248 +++ 0 +++ 2 +++ 120 29 +++ 38 16 
3 249 +++ 15 nicht untersucht ++ ? 0 ++ 16 4 
3 273 nicht untersucht + ? +++ 24 22 gemerzt 
3 330 ++ 0 nicht untersucht +++ 20 7 gemerzt 
3 349 +++ 5 +++ 11 +++ 140 65 gemerzt 
3 363 n.u. n.u. + 1 +++ ? 10 gemerzt 
3, 5 367 0 ? nicht untersucht + 2 1 +++ 152 12 
3 377 +++ 2 nicht untersucht +++ 2 8 gemerzt 
3 380 (+) 0 + ? +++ 5 12 (+) 0 1 
3 516 +++ ? nicht untersucht ++ 1 10 + 12 9 
3, 5 528 0 53 nicht untersucht +++ 3 14 +++ 44 29 
3 633 +++ 0 +++ 1 +++ 13 22 +++ 49 29 
3, 5 636 0 22 nicht untersucht +++ 18 0 (+) 21 2 
3 638 ++ 49 nicht untersucht ++ 6 6 gemerzt 
3 656 +++ 151 nicht untersucht +++ 59 66 gemerzt 
3 672 +++ 52 nicht untersucht ++ 32 2 0 32 7 
3 675 +++ 0 nicht untersucht (+) 3 9 +++ 12 43 
3 734 0 0 + 1 ++ 11 1 gemerzt 
3 903 +++ 37 nicht untersucht +++ 4 1 +++ 265 5 
3 563 0 0 nicht untersucht +++ 0 0 +++ 33 12 
3 488 Hefen +++ nicht untersucht +++ 0 0 (+) 0 1 
3 532 0 0 nicht untersucht +++ 1 3 (+) 0 1 
Tabelle 35, Fortsetzung auf Seite 129. 
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BU 3 IgA 
 
BU IgA BU IgA IgG1 BU IgA IgG1 
3 508 0 0 nicht untersucht +++ 0 1 +++ 3 3 
3 409 0 0 nicht untersucht +++ 0 39 + 30 13 
3 399 0 0 nicht untersucht +++ 9 4 +++ 12 39 
3 80 0 0 nicht untersucht ++ 1 4 ++ ? 1 
3 101 0 0 nicht untersucht + 13 5 ++ 1 ? 
3 625 0 0 nicht untersucht +++ 56 20 (+) 30 1 
3 525 0 0 nicht untersucht +++ 22 11 + 0 1 
3 587 0 0 nicht untersucht +++ 0 1 ++ 24 4 
3 514 0 0 nicht untersucht +++ 22 19 ++ 132 45 
3 919 + 57 nicht untersucht +++ 16 14 +++ 106 3 
4 374 +++ 0 nicht untersucht 0 0 0 +++ 7 1 
4 735 Trockensteher + 3 0 0 0 + 0 6 
4 338 ++ 2 nicht untersucht 0 0 3 + 1 2 
5 644 0 0 nicht untersucht 0 6 0 +++ 119 23 
5 181 0 3 nicht untersucht 0 2 3 (+)   
5 562 0 3 nicht untersucht 0 1 8 +++ 2 5 
5 485 0 4 nicht untersucht 0 0 0 (+) 0 0 
6 416 0 1 nicht untersucht 0 1 1 gemerzt 
6 589 0 2 nicht untersucht 0 ? 0 gemerzt 
6 605 0 40 nicht untersucht 0 6 0 gemerzt 
6 268 nicht untersucht 0 34 0 0 ? gemerzt 
Tr 535 (+) 1 nicht untersucht Trockensteher +++ 7 61 
Tr 532 0 0 nicht untersucht Trockensteher (+) 0 1 
Tr 320 ++ 2 nicht untersucht Trockensteher +++ 6 12 
Tr 256 (+) 8 nicht untersucht Trockensteher +++ 10 12 
Tr, 2 137 + 18 nicht untersucht Trockensteher 0 3 4 
Tr 344 0 1 nicht untersucht Trockensteher 0 0 0 
Tr, 5 664 0 ? nicht untersucht Trockensteher +++ 5 31 
 
1 Verlaufsformen der P. zopfii -Infektion: 1 = Erregereliminierung, 2 = Erregereliminierung mit in der Milch 
verbliebenen spezifischen Antikörpern, 3 = persistent infizierte Tiere, 4 = intermittierende Erregerausscheider, 
5 = Tiere, die bereits vor dem Ausscheiden der Erreger spe zifische Antikörper in der Milch aufwiesen, 6 = 
Tiere ohne positivem kulturellen Befund aber mit spezif ischen Antikörpern in der Milch, Tr = Tiere die vor und 
nach der Trockenstehoeriode kulturell und serologisch unter sucht wurden. 
 
2 Es erfolgte die dreimalige  Untersuchung aller Tiere d es Bestandes im Abstand von jeweils 6 Monaten. Die 
Zwischenuntersuchung erfolgte im Anschluß an die erste Best andsuntersuchung bei allen Mastitis-kranken 
Tieren sowie bei allen frisch abgekalbten Tieren nach de r Kolostrum-Phase. 
 
3 BU = kulturelle Untersuchung der Milchproben, IgA = Na chweis von spezifischen Antikörpern des Isotypes A 
im Milchserum, IgG1 = Nachweis von spezifischen Antikörpern des Isotypes G 1 im Milchserum. 
 
4 Semiquantitative Bestimmung der Erregerzahl: (+) < 3  Kolonie bildende Einheiten (KBE)/50 µl Milch, + = 3 -20 
KBE/50 µl, ++ = 20-50 KBE/50µl, +++ > 50 KBE/50 µl Milch.   
 
5 ? = verdächtiger serologischer Befund. Als verdächtiger ser ologischer Befund galt eine deutlich sichtbare und 
messbare Extinktionserhöhung, die mittels der verwendeten  Referenzstandard-methode jedoch rechnerisch 
nicht erfaßt werden konnte. 
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            181         195 196         210 211         225 226         240 241         255 256         270 
RZI-3       CGCCTTTGGCGACCC CCGGTGAATCATGAT GGCTTTG-CGGATCG CAGAGCGCCTAGCGC GCGGCG-ACGTATCA TTCAAGTTTCTGCC  
SAG 263-4   CGCCTTTGGGCACCC CCGGTGAATCATGAT GGCTTTG-YNGATCG CAGAGCGCCTCGCGC GCGGCG-ACGTATCA TTCAAGTTTCTGCC  
SAG 2021    CGCCTTTGGGCACCC CCGGTGAATCATGAT GGCTTTG-MGGATCG CAGAGCGCCTCGCGC GCGGCG-ACGTATCA TTCAAGTTTCTGCC  
Lip         CGCCTTTGGGCACCC CCGGTGAATCATGAK GGGTTTN NNNGATCG CAGAGCGCCTCGCGC GCGGCCGACGTATCA TTCAAGTTTCT CCC 
SAG 263-8   CGCCTTTGGGCACCC CCGGTGAATCATGAT GGCTTTG-CNGATCG CAGAGCGCCTCGCGC GCGGCG-ACGTATCA TTCAAGTTTCTGCC  
RZIII-3     CGCCTTTGG-GACCC CCGGTGAATCATGAT GGCTTTG -CRGATCG CAGAGCGCCTCGCGC GCGGCG-ACGTATCA TTCAAGTTTCTGCC  
 
            271         285 286         300 301         315 316         330 331         345 346         360 
RZI-3       TATCAACTTTGGACG GTAGGATAGAGGCCT ACCGTGGTGGTGACG GGTGACGGAGAATCA GGGTTCGATTCCGGA GAGGGAGCCTA AA 
SAG 263-4   TATCAACTTTGGACG GTAGGATAGAGGCCT ACCGTGGT GTGACG GGTGACGGAGAATCA GGGTTCGATTCCGGA GAGGGAGCCTA AA 
SAG 2021    TATCAACTTTGGACG GTAGGATAGAGGCCT ACCGTGGT GTGACG GGTGACGGAGAATCA GGGTTCGATTCCGGA GAGGGAGCCTA AA 
Lip         TATCAACTTTGGACG GTAGGATAGAGGCCT ACCGTGG TGGTGACG GGTGACGGAGAATCV GGGTTCGATTCCGGA GAGGGAGCCTA AA 
SAG 263-8   TATCAACTTTGGACG GTAGGATAGAGGCCT ACCGTGGT GTGACG GGTGACGGAGAATCA GGGTTCGATTCCGGA GAGGGAGCCTA AA 
RZIII-3     TATCAACTTTGGACG GTAGGATAGAGGCCT ACCGTGGTGGTGACG GGTGACGGAGAATCA GGGTTCGATTCCGGA GAGGGAGCCTA AA 
 
            361         375 376         390 391         405 406         420 421         435 436         450 
RZI-3       ACGGCTACCACATCC AAGGAAGGCAGCAGG CGCGCAATTACCCA ATCCTGACGCAGGGA GGTAGTGACAATACG TAGCGATGCCGAACT 
SAG 263-4   ACGGCTACCACATCC AAGGAAGGCAGCAGG CGCGCAAATTACCCA ATCCTGACGCAGGGA GGTAGTGACAATACG TAGCGATGCCGAACT 
SAG 2021    ACGGCTACCACATCC AAGGAAGGCAGCAGG CGCGCAAATTACCCA ATCCTGACGCAGGGA GGTAGTGACAATACG TAGCGATGCCGAACT 
Lip         ACGGCTACCACATCC AAGGAAGGCAGCAGG CGCGCAAATTACCCA ATCCTGACGCAGGGG GGTANTGACAANACN TNNCRRTGCCGAACT 
SAG 263-8   ACGGCTACCACATCC AAGGAAGGCAGCAGG CGCGCAAATTACCCA ATCCTGACGCAGGGA GGTAGTGACAATACG TAGCGATGCCGAACT 
RZIII-3     ACGGCTACCACATCC AAGGAAGGCAGCAGG CGCGCAATTACCCA ATCCTGACGCAGGGA GGTAGTGACAATACG TAGCGATGCCGAACT 
 
            451         465 466         480 481         495 496         510 511         525 526         540 
RZI-3       TTCAGTTTGGCAATC GAAATGAGGGCAAAC TAAACCC CACACCGA GGATCTATTGGAGGG CAAGTCTGGTGCCAG CAGCCGCGGTAATTC 
SAG 263-4   ATCAGTTTGGCAATC GAAATGAGGGCAAAC TAAATCCCACACCGA GGATCTATTGGAGGG CAAGTCTGGTGCCAG CAGCCGCGGTAATTC 
SAG 2021    ATCAGTTTGGCAATC GAAATGAGGGCAAAC TAAACCCCACACCGA GGATCTATTGGAGGG CAAGTCTGGTGCCAG CAGCCGCGGTAATTC 
Lip         ATCAGTTTGGCAATC GAAATGAGGGCAAAC TAAACCC CACACCGA GGATCTATTGGAGGG CAAGTCTGGTGCCAG CAGCCGCGGTAATTC 
SAG 263-8   TTCAGTTTGGCAATC GAAATGAGGGCAAAC TAAACCCCACACCGA GGATCTATTGGAGGG CAAGTCTGGTGCCAG CAGCCGCGGTAATTC 
RZIII-3     TTCAGTTTGGCAATC GAAATGAGGGCAAAC TAAACCC CACACCGA GGATCTATTGGAGGG CAAGTCTGGTGCCAG CAGCCGCGGTAATTC 
 
            541         555 556         570 571         585 586         600 601         615 616         630 
RZI-3       CAGCTCCAAGAGCGT ATATAANARTTGCTG CAGTTAA AAAGCTCG TAGTTGGATGTAGAC GGTCGCTCGCGAGGC GGTCCCGG--TTTTC 
SAG 263-4   CAGCTCCAAGAGCGT ATATAAAAGTTGCTG CAGTTAAAAAGCTCG TAGTTGGATGTAGAC GGTCGCTCGCGAGGC GGTCCCGGGTT TCC 
SAG 2021    CAGCTCCAAGAGCGT ATATAAAAGTTGCTG CAGTTAAAAAGCTCG TAGTTGGATGTAGAC GGTCGCTCGCGAGGC GGTCCCGGGTT TCC 
Lip         CAGCTCCAAGAGCGT ATATAAAAGTTGCTG CAGTTAA AAAGCTCG TAGTTGGATGTAGAC GGTCGCTCGCGAGGC GGTCCCGGGTT TCC 
SAG 263-8   CAGCTCCAAGAGCGT ATATAAAAGTTGCTG CAGTTAAAAAGCTCG TAGTTGGATGTAGAC GGTCGCTCGCGAGGC GGTCCCGG--TTTTC 
RZIII-3     CAGCTCCAAGAGCGT ATATAAAAGTTGCTG CAGTTAA AAAGCTCG TAGTTGGATGTG-AC GGTCGCTCGCGAGGC GGTCCCGG--TTTTC 
 
            631         645 646         660 661         675 676         690 691         705 706         720 
RZI-3       CGGAGCACCCCTTCG GCGTCCTCTGGCTGG CGAGCGTCGCGGCTG GGCTTCACCGCTCGG CCGCGGGCCTCGCCG TGGTTACTTTGAGTA 
SAG 263-4   CGGAGCACCCCTTCG GCGTCCTCTGGCTGG CGAGCGTCGGCTG GGCTTCACCGCTCGG CCGCGGGCCTCGCCG TGGTTACTTTGAGTA 
SAG 2021    CGGAGCACCCCTTCG GCGTCCTCTGGCTGG CGAGCGTCGGCTG GGCTTCACCGCTCGG CCGCGGGCCTCGCCG TGGTTACTTTGAGTA 
Lip         CGGAGCACCCCTTCG GCGTCCTCTGGCTGG CGAGCGTCGCGGCTG GGCTTCACCGCTCGG CCGCGGGCCTCGCCG TGGTTACTTTGAGTA 
SAG 263-8   CGGAGCACCCCTTCG GCGTCCTCTGGCTGG CGAGCGTCGGCTG GGCTTCACCGCTCGG CCGCGGGCCTCGCCG TGGTTACTTTGAGTA 
RZIII-3     CGGAGCACCCCTTCG GCGTCCTCTGGCTGG CGAGCGTCGCGGCTG GGCTTCACCGCTCGG CCGCGGGCCTCGCCG TGGTTACTTTGAGTA 
 
            721         735 736         750 751         765 766         780 781         795 796         810 
RZI-3       AATDGGAGTGTTCAA AGCAGGCGTTCGCCG TGG-ACACGTTAGCA TGGWATAACGGCACA GGACTCTGGCCTGTC CCGTTGGTCTGCAGG 
SAG 263-4   AATTGGAGTGTTCAA AGCAGGCGTTCGCCG TGGGACACGTTAGCA TGGAATAACGGCACA GGACTCTGGCCTGTC CCGTTGGTCTGCAGG 
SAG 2021    AATTGGAGTGTTCAA AGCAGGCGTTCGCCG TGG-ACACGTTAGCA TGGAATAACGGCACA GGACTCTGGCCTGTC CCGTTGGTCTGCAGG 
Lip         AATTGGAGTGTTCAA AGCAGGCGTTCGCCG TGG-ACA CGTTAGCA TGGAATAACGGCACA GGACTCTGGCCTGTC CCGTTGGTCTGCAGG 
SAG 263-8   AATTGGAGTGTTCAA AGCAGGCGTTCGCCG TGG-ACAGTTAGCA TGGAATAACGGCACA GGACTCTGGCCTGTC CCGTTGGTCTGCAGG 
RZIII-3     AATTGGAGTGTTCAA AGCAGGCGTTCGCCG TGG-ACA CGTTAGCA TGGAATAACGGCACA GGACTCTGGCCTGTC CCGTTGGTCTGCAGG 
 
            811         825 826         840 841         855 856         870 871         885 886         900 
RZI-3       ACCGG-AGTAATGAT GAAGAGGAACAGTCG GGGGCATTCGTATTT CGTTGTCAGAGGTGA AATTCTTGGATTTAC GAAAGACGAAC CT 
SAG 263-4   ACCGG-AGTAATGAT GAAGAGGAACAGTCG GGGGCATTCGTATTT CGTTGTCAGAGGTGA AATTCTTGGATTTAC GAAAGACGAAC CT 
SAG 2021    ACCGGGAGTAATGAT GAAGAGGAACAGTCG GGGGCATTCGTATTT CGTTGTCAGAGGTGA AATTCTTGGATTTAC GAAAGACGAAC CT 
Lip         ACCGG-AGTAATGAT GAAGAGGAACAGTCG GGGGCAT TCGTATTT CGTTGTCAGAGGTGA AATTCTTGGATTTAC GAAAGACGAAC CT 
SAG 263-8   ACCGG-AGTAATGAT GAAGAGGAACAGTCG GGGGCATTCGTATTT CGTTGTCAGAGGTGA AATTCTTGGATTTAC GAAAGACGAAC CT 
RZIII-3     ACCGG-AGTAATGAT GAAGAGGAACAGTCG GGGGCATTCGTATTT CGTTGTCAGAGGTGA AATTCTTGGATTTAC GAAAGACGCACACT 
 
            901         915 916         930 931         945 946         960 961         975 976         990 
RZI-3       GCGAAAGCATTTG-C CAAGGATGTTTTCGT TAATCAA GAACGAAA GTTGGGGGCTCGAAG ACGATTAGATACCGT CCTAGTCTCAACCGT 
SAG 263-4   GCGAAAGCATTTTGC CAAGGATGTTTTCGT TAATCAAGAACGAAA GTTGGGGGCTCGAAG ACGATTAGATACCGT CCTAGTCTCAACCGT 
SAG 2021    GCGAAAGCATTTTGC CAAGGATGTTTTCGT TAATCAAGAACGAAA GTTGGGGGCTCGAAG ACGATTAGATACCGT CCTAGTCTCAACCGT 
Lip         GCGAAAGCATTTTGC CAAGGATGTTTTCGT TAATCAA GAACGAAA GTTGGGGGCTCGAAG ACGATTAGATACCGT CCTAGTCTCAACCGT 
SAG 263-8   GCGAAAGCATTTG-C CAAGGATGTTTTCGT TAATCAAGAACGAAA GTTGGGGGCTCGAAG ACGATTAGATACCGT CCTAGTCTCAACCGT 




Abbildung 14. Vergleich der partiellen Sequenzen der  18S rDNA von verschiedenen 
P. zopfii -Stämmen.  Die Stämme wurden biochemisch und serologisch den folgen den 
Varianten von P. zopfii zugeordnet: RZ I-3 = Variante I; SAG 263-4, SAG 2021  und 
Lip = Variante II; SAG 263-8 und RZ III-3 = Variant e III. Die spezifischen Nukleotide der 
Variante I sind rot und die der Variante II blau unt erlegt.  
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ELISA – Gebrauchslösungen  
 
Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS), 0,15 M, pH 7,4 
 
NaCl     85,0 g 
Na2HPO4 (x 2H 2O)  14,8 g (18,56 g) 
KH2PO4    3,54 g 
A. bidest    ad 1 Liter 
 
Diese Stocklösung 1:10 in A. dest. verdünnt ergibt die Gebrauchslösung mit pH-Wert 












NaHCO3    8,4 g 
A. bidest    ad 1 Liter 
 






Gelatine (Fa. Serva)   5 g 




Zitrat-Phosphat-Puffer für die Substratlösung 
 
Zitronensäure-Monohydrat  21,01 g 
A. bidest    ad 1 Liter 
 
Na2HPO4    35,8 g 
A. bidest    ad 1 Liter 
 




Substratlösung für den ELISA 
 
 
0,8 mg ABTS pro ml Zitrat-Phosphat-Puffer zugeben. Die Lagerung kann bei –20 °C bis zum 







Pufferlösungen und Reagenzien für Gel-Elektrophorese und Immuno-Blot  
 
Sammelgelpuffer (1.5 M Tris-HCl, pH 8.8) 
 
Tris (Fa. Serva)  6 g 
Aqua bidest   60 ml 
 
Der pH-Wert wird mit HCl auf pH 6.8 eingestellt und die Lösung auf 100 ml mit 
A. bidest aufgefüllt. 
 
 
Trenngelpuffer (0,5 M Tris-HCL, pH 6.8) 
 
Tris    54,45 g 
Aqua dest.   150 ml 
 





APS (Fa. Serva)  10 % (w/vol) 
 
Die Lösung wird mit A. bidest vor dem Gebrauch frisch ange setzt. 
 
 
Trenn- und Sammelgel (je 10 ml) 
 
 
         Trenngel (12%) Sammelgel (4 %) 
 
Aqua dest     3,35 ml  1,3 ml 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8   2,5 ml    - 
0,5 M Tris-HCl, pH 6.8    -   2,5 ml 
10 % (w/vol) SDS-Lösung   100 µl   100 µl 
Acrylamid-Stammlösung   4,0 ml   1,3 ml 
10 % (w/vol) APS-Lösung   50 µl   50 µl 




SDS-Probenpuffer (8,0 ml) 
 
Aqua dest     3,0 ml 
0,5 M Tris-HCl, pH 6.8   1,0 ml 
Glycerol     1,6 ml 
10 % SDS     1,6 ml 
β-Mercaptoethanol    0,4 ml 





 Tris      0,025 M (pH 8,3) 
 Glycin      0,192 M 





 Coomassie® Brillant Blau R250  1,25 g 
 Methanol     225 ml 
 Eisessig     50 ml 





 Methanol     300 ml 
 Eisessig     100 ml 




Prototheken-Isolations-Medium nach Pore (1973) 
 
Kaliumhydrogenphthalat   10,0 g 
Natriumhydroxid    0,9 g 
Magnesiumsulfat    0,1 g 
Kaliumhydrogenphosphat   0,2 g 
Ammoniumchlorid    0,3 g 
Glukose     10,0 g 
Thiaminhydrochlorid    0,001 g 
Fluorocytosin     0,25 g 
Agar      20,0 g 
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